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Numerosos estudios epidemiológicos han demostrado que dietas ricas en frutas y 
vegetales reducen de forma significativa la incidencia y tasas de mortalidad de 
enfermedades degenerativas causadas por el estrés oxidativo. Este efecto protector 
ha sido atribuido principalmente a compuestos bioactivos como las vitaminas, los 
carotenoides y una gran variedad de compuestos fenólicos presentes en dichos 
alimentos cuya actividad antioxidante contribuye a reforzar la capacidad antioxidante 
endógena.  
Los cítricos, constituyen una de las fuentes más importantes de compuestos 
bioactivos de la dieta. En particular, el pomelo se caracteriza por la presencia de ácido 
ascórbico, carotenoides, compuestos fenólicos, especialmente flavonoides, en 
particular, la naringina, que se encuentra en abundancia en el zumo, y esteroles como 
el β-sitoesterol, campesterol y estigmasterol. Sus propiedades y efectos beneficiosos 
sobre la salud han sido asociados a estos componentes, debido a sus características 
antioxidantes naturales. 
El creciente interés de la industria alimentaria por los zumos cítricos, y en concreto 
por el zumo de pomelo, se debe entre otros aspectos a estos componentes bioactivos, 
y a los cambios que se pueden producir en su contenido durante el procesado. El 
sabor amargo del zumo de pomelo se debe fundamentalmente al flavonoide naringina, 
que hace que en concentraciones naturales sea rechazado por gran parte de los 
consumidores. La naringina (4,5,7-trihidroxiflavanona-7-ramnoglucósido) es con 
diferencia el principal flavonoide responsable del sabor amargo dominante en el 
pomelo lo que hace necesario un tratamiento de desamargado.  
Se han planteado infinidad de soluciones para disminuir el amargor basadas en las 
propiedades de los flavonoides. Sin embargo, aunque son técnicas de gran aceptación 
por la industria alimentaria tienen una serie de limitaciones intrínsecas ya que los 
métodos son inespecíficos y no sólo actúan sobre los compuestos amargos sino 
también sobre otros componentes, lo que supone un detrimento de la calidad del zumo 
y una pérdida de las propiedades beneficiosas para la salud que aportan los zumos de 
cítricos. Por todo ello, la búsqueda de nuevas tecnologías, como la enzimática, que 
causen el mínimo daño a las características nutricionales y a los efectos beneficiosos 
para la salud de los productos procesados de las frutas cítricas puede ser considerado 
como una interesante alternativa a los procesos convencionales por adsorción física. 
Para estabilizar el sabor y evitar el amargor en el zumo se ha planteado el uso de la 
enzima naringinasa frente a los métodos fisico-químicos como resinas 
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intercambiadoras tradicionalmente usadas. Sin embargo, el uso de enzimas solubles 
implica un gasto continuo y constante ya que, una vez utilizadas, no pueden 
recuperarse para sucesivas aplicaciones. Por ello, la fijación y estabilización de la 
enzima a un soporte de inmovilización puede resultar una aplicación industrial 
ventajosa, ya que podría permitir la recuperación del biocatilizador y su reutilización 
facilitando, además, la posibilidad del procesado en continúo de los zumos. 
En este marco de referencia, el presente trabajo de investigación se ha centrado en 
evaluar en qué grado los tratamientos empleados para desamargar el zumo de pomelo 
afectan a sus propiedades saludables. Es decir, la finalidad fue analizar si la 
disminución del amargor, cuantificado en función de los niveles de naringina, afectaba 
a las propiedades antioxidantes del zumo. Para ello, se procedió a determinar la 
capacidad antioxidante total del zumo y su actividad estabilizadora de radicales 
específicos. Así mismo, se evaluó si las técnicas de desamargado modifican la 
capacidad del zumo para ejercer un efecto protector sobre las biomoléculas, medido a 
través de diferentes biomarcadores de estrés oxidativo, que se consideran potenciales 























































2.1. ESTRÉS OXIDATIVO 
2.1.1. CONCEPTO Y GENERALIDADES 
El estrés oxidativo (EO), se define como el desequilibrio entre la producción de 
especies oxidantes y las defensas antioxidantes en favor de las primeras (Sies, 1991). 
Está implicado en numerosos procesos fisiopatológicos y su desregulación se asocia 
al desarrollo de numerosas enfermedades crónicas y al proceso de envejecimiento 
como resultado del daño a las diferentes biomoléculas y de las alteraciones en las vías 
de señalización y control redox (Jones, 2008). 
Los radicales libres son una consecuencia del metabolismo aeróbico, sin embargo 
bajo determinadas condiciones fisiopatológicas, puede aumentar su producción y 
concentración (Halliwell, 1996), frente a este incremento de radicales libres el 
organismo evolutivamente desarrolla un mecanismo de defensa formado por 
antioxidantes enzimáticos o no enzimáticos. 
La dieta juega un papel importante en la prevención de enfermedades asociadas al 
estrés oxidativo, principalmente a través del consumo de alimentos con compuestos 
bioactivos como las vitaminas, los carotenoides y una gran variedad de compuestos 
fenólicos cuya actividad antioxidante contribuye a reforzar la capacidad antioxidante 
endógena (Prior, 2003). Cada vez más y con el objetivo de mantener el efecto 
saludable de los alimentos, la industria alimentaria demanda técnicas que puedan ser 
utilizadas para el procesado de los alimentos sin que se vean modificados los 
compuestos bioactivos o que resultado del tratamiento mejore su actividad.  
 
2.1.2. ESPECIES REACTIVAS DEL OXÍGENO Y DEL NITRÓGENO  
Entre las especies reactivas (Tabla 2.1) cabe destacar los radicales libres, 
especies químicas que contienen en su estructura uno o más electrones 
desapareados y, por tanto, dotadas de propiedades paramagnéticas que las convierte 
en compuestos altamente inestables y de gran reactividad, asociada a la necesidad de 
ceder o tomar un electrón de una estructura molecular adyacente con la finalidad de 
estabilizarse (Halliwell y Gutteridge, 2006; Gilbert, 2000) y los no radicales, especies 
químicas que por sí mismas no son reactivas pero en presencia de metales de 
transición (hierro y cobre) u otros radicales generan radicales libres altamente 
Antecedentes Bibliográficos 
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reactivos (Nordberg y Arner, 2001). Todos ellos se agrupan con el nombre de especies 
reactivas del oxígeno (ROS) o del nitrógeno (RNS). De forma análoga existen 
especies reactivas del cloro (RClS) y del bromo (RBrS) (Halliwell, 2006). 
 
Tabla 2.1. Especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno  
 
        Radicales No Radicales 






O2•- : Radical superóxido  
 
•OH: Radical hidroxilo  
 
•OOH: Radical hidroperoxilo  
H2O2: Peróxido de hidrógeno 





       
      




NO: Óxido nítrico 
ONOO - : Peroxinitrito  
NO - : Anión nitroxilo 
 
 
La toxicidad de las especies oxigénicas reactivas viene determinada desde el punto 
de vista químico, por cuatro características básicas, como son: reactividad, 
especificidad, selectividad y difusibilidad. Los tres componentes con mayor capacidad 
de difusión son O2•-< H2O2 < OH•, lo que hace que sean capaces de reaccionar con 
moléculas que se encuentran alejadas del lugar de origen incluso con capacidad de 
atravesar membranas celulares.  
El radical superóxido (O2•-), es un radical libre cargado, formado como 
consecuencia de una reducción monovalente del oxígeno molecular (Miller y cols., 
1990). Ha sido implicado en la fisiopatología de una variedad de enfermedades (Aki y 
cols., 2009; Valdivia y cols., 2009; Rhoden y cols., 2008; Bedard y cols., 2007; Kovacic 
y cols., 2005). Es una especie menos reactiva que otros radicales aunque puede 
actuar como oxidante débil o como agente reductor de iones metálicos de transición 
(Valko y cols., 2005). Así, el radical superóxido (O2•-) es el mayor reductor, la simple 
adición de un protón da lugar a la formación de HO2• convirtiéndose en un agente 
oxidante muy activo, selectivo y específico. Por lo tanto, su importancia fundamental 
radica en ser fuente de radicales hidroxilo y peróxido de hidrógeno.  
Antecedentes Bibliográficos 
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El peróxido de hidrógeno (H2O2), se le considera el principal intermediario en el 
metabolismo de las especies reactivas del oxígeno, no es un radical libre, pero en 
presencia de trazas de catalizadores metálicos como el hierro o el cobre, o en 
presencia de otros radicales libres puede dar lugar a la formación del radical OH•,  a 
través de la reacciones de Fenton o
 
 Haber-Weiss (Andreyev y cols., 2005). 
      Fe2+ + 2 H2O2     Fe3+ + OH• + OH-  (Fenton) 
            O2•- + H2O2                           OH•- + OH- + O2  (Haber-Weiss)  
El radical hidroxilo (OH•), es una de las especies oxigénicas más reactivas 
presentes en el organismo, esta implicado en numerosos procesos fisiopatológicos 
como el cáncer, envejecimiento, diabetes, isquemia (Halliwell y Gutteridge, 2006). De 
vida extremadamente corta y alta reactividad (Pastor y cols., 2000), su electrón 
desapareado puede reaccionar inespecíficamente con casi cualquier tipo de molécula, 
DNA, proteínas y lípidos. Además, es el responsable de la propagación del daño 
oxidativo entre fracciones subcelulares, ya que puede atravesar membranas celulares 
y producir reacciones en cadena. 
El radical óxido nítrico (NO•), un derivado gaseoso e inestable del nitrógeno con 
un número impar de electrones que le confiere una extraordinaria reactividad química. 
Radical fisiológico de considerable interés por su papel como mediador vascular y 
puede reaccionar con iones superóxido formando especies reactivas altamente tóxicas 
y oxidantes, como el peroxinitrito, que se puede disociar generando otros productos 
como el radical hidroxilo.  
Los ROS como los RNS pueden generarse endógenamente, dentro de las células 
como intermediarios metabólicos o exógenamente en respuesta a agentes externos 
(Inoue y cols., 2003; Cadenas, 1989). 
Una de las principales fuentes endógenas generadora de ROS es la cadena de 
transporte de electrones mitocondrial (Figura 2.1), la reducción parcial de la molécula 
de oxígeno durante la respiración aeróbica genera anión superóxido, y radical hidroxilo 
(Turrens, 2003). Entre un 5-10% del total del oxígeno consumido en la mitocondria, se 
transforma en radical superóxido, que dismuta a H2O2 por acción de la superóxido 
dismutasa, y, en presencia de iones metálicos, a través de la reacción de Fenton y / o 
reacciones de Haber-Weiss se genera el radical hidroxilo, altamente reactivo, 
causando importantes daños en las proteínas celulares, los lípidos y el DNA (Andreyev 





















Figura 2.2. Reacciones de generación de radicales libres del oxígeno. 
 
Otras fuentes endógenas de ROS y RNS, son la cadena de transporte electrónico 
no fosforilante en el retículo endoplásmatico (Gupta y cols., 1997), las células 
fagocitarias (neutrófilos, monocitos o macrófagos) (Figura 2.3) que utilizan el sistema 
de la NADPH oxidasa generando directamente el radical superóxido (Lambeth, 2004), 
o la oxido nítrico sintasa que genera óxido nítrico (NO) a partir de la arginina 

















aminoácidos, proteínas, lípidos, glúcidos y ácidos nucleicos, da lugar también a la 
formación de estos compuestos.  
La activación catalítica de diversas enzimas del metabolismo intermediario celular, 
como la hipoxantina y xantina oxidasa, aldehído oxidasa, monoamino oxidasa, 
ciclooxigenasa, lipoxigenasa, que utilizan el O2 como sustrato, también contribuyen al 








Figura 2.3. Generación de especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno en las células 
fagocitarias. 
 
Como fuentes exógenas, se encuentran tanto factores ambientales, farmacológicos, 
como nutricionales (Limón-Pacheco y cols., 2009). Entre los agentes 
medioambientales destacan, el humo (Bloomer y cols., 2007), la exposición a metales, 
benceno, polvo de cemento, luz solar, radiaciones electromagnéticas, que se asocian 
con incrementos en el daño oxidativo de biomoléculas y la disminución de 
antioxidantes como la vitamina E y C (Chia y cols., 2008; Rossner y cols., 2008; 
Yoshioka y cols., 2008). 
2.1.3. EFECTOS BIOQUÍMICOS Y FISIOLÓGICOS DEL ESTRÉS OXIDATIVO   
Esta bien establecido el papel dual de las ROS y de las RNS como especies 
beneficiosas o perjudicales para los sistemas vivos (Valko y cols., 2006; Pervaiz y 
Clement, 2007). A bajas concentraciones, los radicales libres son necesarios para el 
buen funcionamiento celular pudiendo actuar como segundos mensajeros, 
estimulando la proliferación celular y/o actuando como mediadores para la activación 






























capaces de dañar de forma reversible o irreversible todo tipo de biomoléculas, 
incluyendo proteínas, carbohidratos, ácidos nucleicos (Valko y cols., 2007). Como 
consecuencia de ello, los ROS están implicados en el control de la patogénesis de 
muchas enfermedades degenerativas (Kell y cols., 2009; Valko y cols., 2007) tales 
como cáncer, ateroesclerosis, enfermedades cardiovasculares, etc. (Aliev y cols., 
















Figura 2.4. Daños producidos por las especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno  
  
 
El daño oxidativo a las biomoléculas causado por los radicales son de muy diversa 
naturaleza, pero en general actúan a través uno de los siguientes mecanismos: a) 
captando un hidrogenión de una molécula; b) introduciéndose como tal en una 
Desregulación del crecimiento celular 
Inactivación de los mecanismos 
implicados en las defensas inmunológicas 
Pérdida o disminución de los procesos de 











para el organismo 
Daño a membranas 
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molécula diana; c) transfiriendo un electrón. En cualquiera de los tres casos, la 
reacción de un radical libre con otra molécula origina la formación de un nuevo radical 
que puede o no ser tan  reactivo como la especie original.  
Este daño oxidativo a las distintas biomoléculas causa alteraciones y disfunciones 
metabólicas (Valko y cols., 2007), como inactivación y desnaturalización proteica, 
asociado a lesiones en el citoesqueleto celular, peroxidación lipídica, que provoca la 
perdida de fluidez de membrana, lisis celular, oxidación de las LDL, etc., daño a los 
ácidos nucleicos, con la consecuente ruptura de cadenas y la modificación de las 
bases nitrogenadas, relacionado con procesos de mutagénesis, carcinogénesis y 
modificación de las vías de señalización, implicadas en el metabolismo y regulación 
del ciclo celular. 
 
2.1.3.1. Oxidación proteica  
La oxidación proteica se define como una modificación covalente en una proteína 
inducida por especies reactivas. Los cambios oxidativos en proteínas pueden 
comportar diversas consecuencias en su función, como la inhibición de la actividad 
enzimática, un incremento de la susceptibilidad a la agregación y proteolisis, un 
aumento o disminución de la captación celular y una alteración de la inmunogénesis. 
Esta oxidación se origina por la acción de los ROS o RNS sobre las cadenas laterales 
de los aminoácidos, principalmente sobre la cisteína y la metionina (Stadman, 2004). 
Como resultado se produce un incremento de grupos carbonilo de las cadenas 
laterales de los aminoácidos, un descenso de grupos tiol, que resulta en un incremento 
en el entrecruzamiento entre cadenas peptídicas o en la fragmentación de enlaces 
peptídicos. La concentración de los grupos carbonilos generados son los marcadores 
de la modificación oxidativa más ampliamente utilizados (Mutlu-Turkoglu y cols., 2003). 
Esta oxidación aparece asociada con el envejecimiento y la severidad de algunas 
patologías (Dalle-Donne y cols., 2006; Stadman, 2004; Levine, 2001). 
 
2.1.3.2. Oxidación de azúcares 
Los azúcares reductores (como la glucosa o la ADP-ribosa) provocan la alteración 
de las proteínas mediante la reacción de glucosilación no enzimática también llamada 
reacción de Maillard. Esta reacción se produce en varias etapas, dando lugar a una 
Antecedentes Bibliográficos 
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serie de productos muy inestables y reactivos denominados productos de glicosilación 
avanzada (AGEs) (Baynes y Thorpe, 2000). Estos compuestos actúan a través de dos 
mecanismos: 1) modificando proteínas estructurales intra y extracelulares y 2) 
desencadenando procesos intracelulares a través de la unión con sus receptores (de 
la familia de las inmunoglobulinas) localizados en la superficie celular de monocitos, 
macrófagos, células endoteliales y células del músculo liso vascular (Yamagishi y 
cols., 2008; Schmidt, 1996).  
La unión de los AGEs a estos receptores desencadena la generación de especies 
reactivas de oxígeno que modulan la función celular induciendo, por ejemplo, procesos 
inflamatorios. Los AGEs están implicados en procesos de envejecimiento celular y en 
el desarrollo de las complicaciones crónicas de la diabetes como el daño vascular y 
renal, cataratas y neuropatías (Liu y cols., 2010; Cardenas- León y cols., 2009). 
 
2.1.3.3. Peroxidación lipídica 
Los radicales libres inician y causan la peroxidación de lípidos particularmente 
aquellos que componen la membrana celular y está asociado con distintas 
alteraciones fisiopatológicas principalmente con el daño vascular. 
Esta peroxidación lipídica, que es la destrucción de la porción hidrofóbica o interna 
de la membrana de los ácidos grasos poliinsaturados, resulta en la formación de 
hidroperóxidos lipídicos en un sistema de propagación en cadena. La peroxidación es 
un proceso radicalario autocatalítico que transcurre en 3 etapas: iniciación, 
propagación y terminación (Figura 2.5) (Esterbauer y cols., 1991).  
En la etapa de iniciación, los radicales libres captan un átomo de hidrógeno de un 
carbono metileno de los ácidos grasos dejando un electrón no apareado en el carbono 
convirtiendose así en un radical lipídico. Los ácidos grasos poliinsaturados son 
particularmente susceptibles al ataque por radicales libres, debido a que la presencia 
de dobles enlaces debilita el enlace carbono-hidrógeno en el átomo de carbono 
adyacente. El radical generado sobre el carbono sufre un reajuste molecular para 
formar un dieno conjugado que es capaz de combinarse con el oxígeno para formar un 
radical peroxilo (ROO•) que puede sustraer un nuevo átomo de hidrógeno y empezar 
una reacción en cadena que continúa hasta el agotamiento del sustrato o la 
interrupción del proceso por antioxidantes. Los peróxidos lipídicos resultantes son 
compuestos bastante estables pero su descomposición puede ser catalizada por 
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metales de transición y complejos de metales dando lugar a nuevos radicales capaces 
de estimular más la peroxidación lipídica o a la formación de productos terminales de 
oxidación de toxicidad diversa como el malondialdehído (MDA), hidroxinonenal y 
hexanal (Niki, 2009). 
 
Figura 2.5. Mecanismo de acción de la peroxidación lipídica 
 
La peroxidación lipídica puede tener diversos efectos sobre las funciones celulares 
ya sea directamente, al reaccionar con proteínas, ácidos nucleicos o indirectamente a 
través de receptores de las vías de señalización (Katsiki y Manes, 2009; Forman y 
cols., 2008; Ceaser y cols., 2004). Así, la peroxidación lipídica de las membranas 
resulta en cambios de fluidez, aumento de permeabilidad, disminución del potencial de 
membrana (Greenberg y cols., 2008) que puede conllevar a la muerte celular. 
Especialmente susceptibles a la peroxidación lipídica son las células del sistema 
nervioso central (Sultana y cols., 2006) y la oxidación de las partículas LDL que tienen 
un papel trascendental en la fisiopatología de la aterosclerosis (Steinberg y cols., 
2009; Noguchi y cols., 2008). Los aldehídos, resultado del proceso de peroxidación 
lipídica reaccionan con las bases nitrogenadas de los ácidos nucleicos dando 
productos que son mutagénicos y cancerígenos asociados a determinadas patologías 




2.1.3.4. Oxidación de ácidos nucleicos 
El DNA en las células vivas sufre constantemente lesiones a nivel molecular como 
consecuencia del metabolismo aeróbico. Fundamentalmente en la estructura del DNA, 
los radicales libres, alteran la secuencia de azúcares-fosfatos que forman la cadena 
del ácido desoxirribonucleico directamente o por unión a las bases púricas o 
pirimidínicas convirtiéndolas en inestables y altamente reactivas (Halliwell y 
Gutteridge, 2006). En condiciones normales, el daño oxidativo al DNA producido es de 
una modificación por cada 130000 nucleótidos del DNA (Ritcher, 1992) siendo el 
radical hidroxilo el principal causante del daño oxidativo al DNA (von Sonntag, 2006; 
Evans y cols., 2004). 
Los efectos de los radicales libres sobre el DNA incluyen la escisión monocatenaria 
o bicatenaria de la molécula de DNA, sitios abásicos, hidroxilación de las bases 
nitrogenadas y entrecruzamientos DNA-proteína (Valko y cols., 2006; Cooke y cols., 
2003; Dizdroglu y cols., 2002; Marnett, 2000). Estos daños persistentes sobre el DNA 
dan lugar a la detención o inducción de factores de transcripción, alteraciones en las 
vías de transducción de señal, errores de replicación e inestabilidad genómica, 
estando involucrados en muchos procesos relacionados con la carcinogénesis.  
Se ha demostrado que el fenotipo maligno de las células cancerosas puede ser 
revertido mediante la reducción de los niveles celulares de O2•-  y la sobreexpresión de 
las enzimas antioxidantes, como la superóxido dismutasa que puede reducir el 
crecimiento celular tumoral, la metástasis, y otras características malignas de las 
células cáncerígenas (Zhang y cols., 2002). Varios estudios han demostrado también, 
que el H2O2 puede inducir la proliferación celular, la resistencia a la apoptosis, 
aumento de la angiogénesis, la invasión y la metástasis (López-Lázaro y cols., 2007). 
Dentro de las alteraciones más frecuentes en las bases púricas, destaca la 
formación de 8-hidroxi-desoxiguanosina (8-OHdG), resultado de la acción del  radical 
hidroxilo, sobre la desoxiguanosina (dG) y sus niveles se consideran como 
biomarcador del daño oxidativo al DNA. Su importancia reside en su alto efecto 
mutagénico, ya que la 8-OHdG durante la replicación del DNA, pueden dar lugar a 
transversiones GC a TA (Oliva y cols., 1997; Cheng y cols., 1992). Distintos estudios 
correlacionan altos niveles de 8-OHdG con un mal pronóstico en cáncer colorrectal, 
renal y de pulmón (Sheridan y cols., 2009; Shen y cols., 2007; Miyake y cols., 2004). 
Defectos en algunas de las enzimas de reparación del DNA también dan lugar a altos 
niveles de 8-OHdG y a otras mutaciones en las bases del DNA asociadas al 
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envejecimiento y a una mayor incidencia de cáncer (Nakabeppu y cols., 2006). La 
mayoría de estas modificaciones promutagénicas exocíclicas del DNA se consideran 
de origen endógeno, cuyos niveles son considerablemente influenciados por la dieta y 
el estilo de vida (Bartsch y Nair, 2006). 
En los últimos años, un número elevado de estudios se ha centrado en la 
investigación del papel de las especies reactivas del oxígeno y nitrógeno, en las vías 
de señalización implicadas en diferentes patologías celulares (Stowe y Camarra, 2009; 
Jones, 2008; Halliwell y Gutteridge, 2006). Estudiando la implicación del estrés 
oxidativo en la expresión de pro-oncogenes y en la homeostasis del estado redox 
celular a través de su implicación en la regulación de la expresión génica (Weinberg y 
Chandel, 2009). Así, se ha observado que los radicales libres influyen en el estado 
redox celular (Circu y cols., 2010) a través de cambios en el estado oxidativo de 
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2.1.4.  SISTEMAS ANTIOXIDANTES 
Debido a la alta toxicidad de los ROS y RNS, los organismos aeróbicos han 
desarrollado numerosos mecanismos de defensa que limitan su actividad y producción 
y mantienen el sistema bajo control (Cadenas, 1997). Por lo tanto, el mantenimiento de 
la homeostasis redox del tejido solo es posible mediante un equilibrio entre la 
intensidad de generación y la intensidad de eliminación de radicales libres. 
En condiciones normales, hay un equilibrio entre las actividades y los niveles 
intracelulares de estos antioxidantes que es esencial para la supervivencia de los 
organismos y su salud. Cuando se produce una alteración del estrés oxidativo, las 
células son capaces de inducir una respuesta adaptativa por parte del organismo. Por 
una parte, habrá una activación de la defensa antioxidante mediante la activación de 
factores de transcripción, dando lugar a un incremento en la concentración de las 
enzimas antioxidantes. Por otra parte, habrá una represión o inhibición de los sistemas 
productores de ROS, mediante la inhibición de la actividad mitocondrial o de enzimas 
productoras de radicales. 
De acuerdo con Halliwell y Gutteridge, se puede definir antioxidante como 
“cualquier sustancia que estando presente a bajas concentraciones, en relación a las 
del sustrato oxidable, disminuye significativamente o inhibe la oxidación de dicho 
sustrato” (Halliwell y Gutteridge, 1989). Así, un buen antioxidante se caracteriza por su 
alta efectividad, su variabilidad operativa y versatilidad para poder combinarse con una 
importante variedad de radicales libres.  
Existen diferentes sistemas de defensa antioxidante en el organismo, y se pueden 
clasificar en función de su naturaleza, como antioxidantes enzimáticos, como las 
enzimas superóxido dismutasa (SOD), glutatión peroxidasa (GPx) y catalasa (CAT) y 
no enzimáticos en las que se incluyen tanto vitaminas como el ácido ascórbico 
(vitamina C), α-tocoferol (vitamina E), tioles como el glutatión (GSH) o la tiorredoxina, 
carotenoides, flavonoides y otros antioxidantes. En función de su procedencia se 
pueden clasificar, como antioxidantes endógenos y exógenos. La Figura 2.7 



















Figura 2.7. Clasificación de los mecanismos de defensa antioxidante. 
 
Los mecanismos de acción de los antioxidantes incluyen tres niveles de actuación, 
prevención, estabilización de los radicales (secuestradores) y eliminación (Figura 2.8) 
(Sies, 1993; Vall-Bellés y cols., 2001). En el ámbito preventivo: previenen la formación 
de radicales libres y su finalidad o estrategia corre a cargo de mecanismos de tipo 
enzimático, capaces de metabolizar las especies reactivas oxigénicas a estructuras 
más estables, o de tipo no enzimático como agentes quelantes capaces de 
secuestrar metales que participen en la formación de radicales libres. Como 
captadores de radicales libres los estabilizan, inhibiendo la cadena de inicio y 
rompiendo la de propagación. Dentro de este grupo se encuentran tanto antioxidantes 
de origen endógeno como exógenos obtenidos a partir de la dieta. Los mecanismos de 
eliminación y o reparadores, actúan cuando las biomoléculas ya han sufrido el daño 
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Figura 2.8. Esquema de la producción de ROS y de los mecanismos de defensa antioxidante. 
 
2.1.4.1. Antioxidantes endógenos 
Constituyen la primera defensa de las células frente a la agresión por radicales 
libres y radica principalmente en la acción conjunta de tres enzimas, superóxido 
dismutasa, catalasa y glutatión peroxidasa.  
La eficacia de esta triada enzimática reside en una triple acción defensiva al 
disminuir la producción de estas especies oxigénicas e impedir la interacción de estas 
entre sí o con metales de transición para dar lugar a especies de mayor reactividad 
como el radical hidroxilo. La SOD cataliza la reacción de dismutación del O2.- a H2O2, 
que en una reacción posterior es reducido por la catalasa o glutation peroxidasa (GPx) 
formando H2O y O2. La catalasa se encuentra principalmente en los peroxisomas, y su 
principal función es eliminar el H2O2 generado en la β-oxidación de los ácidos grasos, 
mientras que la glutation peroxidasa degradará el H2O2 citoplasmático (Muñiz y cols., 
2000; Michiels y cols., 1994). Sus concentraciones están sujetas a regulación génica, 
de forma que aumentan rápidamente en respuesta a factores de transcripción, que 
detectan cambios a nivel de estrés oxidativo (Harris, 1992).  
La acción de las 3 enzimas es vital para el funcionamiento normal de la célula y 
para el estatus antioxidante de las células de mamíferos. Aquello que interfiere con el 
balance de estas tres enzimas trabajando cooperativamente, resulta en un 
desequilibrio prooxidante/antioxidante que favorece la producción de ROS y el daño 


























































imprescindible para el desarrollo de los organismos y su lucha contra el estrés 
oxidativo. 
Además del sistema antioxidante enzimático los organismos vivos disponen de un 
sistema antioxidante no enzimático que constituye la segunda línea de defensa y está 
formado básicamente por antioxidantes de bajo peso molecular que constituyen un 
numeroso conjunto de compuestos capaces de prevenir el daño oxidativo por 
interacción directa o indirecta con los ROS (Kohen, 1999).  
El mecanismo de acción indirecta implica principalmente la quelación de metales de 
transición para evitar su participación en reacciones tipo Fenton o Haber-Weiss. Las 
moléculas que actúan de forma directa sobre las especies reactivas lo hacen por 
medio de la transferencia de electrones o por medio del secuestro de radicales 
evitando así que ataquen a las moléculas diana. Por su pequeño tamaño, pueden 
atravesar las membranas celulares y localizarse cerca de las dianas biológicas; 
además, la propia célula puede regenerarlas y regular sus concentraciones. Estas 
moléculas, aunque normalmente actúan como antioxidantes, desarrollan otras 
funciones biológicas en la célula.  
Estos sistemas no enzimáticos están conformados por compuestos como el 
glutation reducido, la tiorredoxina, urato etc. que estabilizan los ROS o provocan la 
quelación de iones metálicos de elementos de transición que al estar en estado 
reducido potencian su autoxidación y generación del anion superóxido (Sies, 1993). Su 
acción defensiva dependerá en algunos casos de una interacción directa sobre la 
especie reactiva para dar lugar a complejos estables o de menor reactividad, 
componentes que reaccionan directamente con agentes oxidantes y los inutilizan.  
El glutatión (GSH), es un tripéptido de γ-glutamil-cisteinil-glicina que constituye el 
principal tiol celular no proteico más abundante y ampliamente distribuido en los tejidos 
(Masella y cols., 2005). Su papel en el mantenimiento del estado redox esta bien 
establecido (Circu y cols., 2010; Ekshyyan y cols., 2005).  
                                            O               O 
          H3N+- CH-CH2-CH2-C-NH-CH-C-NH-CH2-COO- 
                      COO-               CH2   
                                                        SH 





La forma biológica activa es el glutation reducido (GSH), que es oxidado a glutatión 
disulfuro (GSSG) durante procesos de estrés oxidativo, la relación entre el GSH y 
GSSG ha sido utilizada para describir de forma general el estado redox celular 
(Schafer y Buettner, 2001). Normalmente, las células presentan una relación GSH 
/GSSG alta, y más del 90% del total de GSH se mantiene en la forma reducida a 
través de la síntesis citosólica de novo de GSH, la reducción enzimática de GSSG, y la 
absorción de GSH exógeno (Meister y cols., 1976). La síntesis del GSH se lleva a 
cabo en el citosol de las células por la acción secuencial de dos enzimas la glutamil-
cisteína sintetasa y la glutatión sintetasa. Ocurre principalmente en el hígado, que 
constituye el 90% del GSH en condiciones fisiologicas normales. En los mamiferos, la 
concentración de glutation en el hígado está entre 7-10 mM (Hammond y cols., 2007), 
mientras que en el plasma la concentración es del rango de µM (Pastore y cols., 
2003). 
Muchas de las propiedades biológicas del glutation se deben a dos de sus 
características estructurales: por una parte la presencia de un enlace gamma-
glutamilo, lo cual le confiere resistencia frente a las peptidasas presentes en las 
células con la excepción de la gamma-glutamiltranspeptidasa (enzima que cataliza el 
primer paso de la degradación del glutation). La segunda característica estructural 
importante es la presencia del grupo tiol de la cisteína (Figura 2.9), el cual se puede 
oxidar con otra molécula de GSH dando lugar al glutation disulfuro u oxidado (GSSG), 





Figura 2.9. Mecanismo de acción del glutation. 
La presencia del grupo tiólico reducido de la cisteína promueve su estabilidad 
intracelular al actuar como protector frente a las radiaciones y el estrés oxidativo 
(Masella y cols., 2005; Sies, 1997). Además, interviene en la regulación de la síntesis y 
degradación de las proteínas y en la conversión de ribonucleótidos a 
deoxiribonucleótidos, síntesis y reparación del DNA; participa en la detoxificación de 
xenobióticos; en la integridad de la membrana celular; interviene en la captación de 
aminoácidos de algunos tejidos y en la modulación de actividades enzimáticas, actúa 
Antecedentes Bibliográficos 
 21 
como reservorio de cisteína, interviene en la homeostasis del calcio y participa en la 
regulación de la proliferación celular (Nagahara, 2010; Yuan y Kaplowitz, 2009; 
Pallardo y cols., 2009). 
En la defensa celular contra intermediarios reactivos tiene un papel importante 
como antioxidante (Masella y cols., 2005) en reacciones enzimáticas catalizadas por la 
glutation S-transferasa, glutation peroxidasa y peroxitiorredoxina, o no enzimáticas 
protegiendo de la oxidación a grupos –SH esenciales de las proteínas, reaccionando 
con radicales libres como el O2•-, OH•, H2O2 y peróxidos lipídicos actuando como 
agente quelante, y en diversos procesos metabólicos como la señalización celular o la 
degradación de proteínas (Ghezzi, 2005) o actuando en la regeneración de otros 
antioxidantes como el α-tocoferol, o ácido ascórbico (Forman y cols., 2009). La 
capacidad de glutatión para regenerar los antioxidantes más importantes está 
relacionada con el estado redox dado por la relación GSSG/2GSH (Pastore y cols., 
2003).  
Al reaccionar con oxidantes, el GSH se oxida a GSSG, que presenta un puente 
disulfuro entre dos moléculas de glutatión. 
 2GSH + RO-OH                                   GSSG + H2O + ROH 
 2GSH + H2O2                                       GSSG + 2 H2O 
 
Otro antioxidante no enzimático lo constituye el sistema de la tiorredoxina (Trx), que 
está compuesto por la tiorredoxina reductasa y la tiorredoxina (Holmgren y Bjornstedt, 
1995). La tiorredoxina reductasa es una óxidoreductasa que cataliza la reducción de 
puentes disulfuro, con lo que juega un papel importante en la regulación del estado 
redox de los tioles de las proteínas (Nakamura y cols., 1997). La tiorredoxina (Trx), 
posee una secuencia de aminoácidos en el sitio catalítico que incluye dos residuos de 
cisteína (Cys-XX-Cys). Éstos pueden ser oxidados reversiblemente formando un 
puente disulfuro, el cual puede ser a su vez reducido por la tiorredoxina reductasa en 
presencia de NADPH (Berndt y cols., 2007).  
La ceruloplasmina, la ferritina, el urato o la bilirrubina constituyen otro grupo de 
antioxidantes endógenos a nivel plasmático. La ceruloplasmina y la ferritina 
representan un papel importante como antioxidantes preventivos in vivo al unir metales 
de transición y evitar auto-oxidaciones y reacciones que conllevan a la formación de 
radicales hidroxilo. La ceruloplasmina es una proteína que actúa captando iones de 
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cobre libre, posee actividad ferroxidasa, y actividad ascorbato-oxidasa. La ferritina, 
proteína de almacenamiento de hierro y buen indicador de la cantidad de hierro 
disponible, como antioxidante además de impedir la reacción de Fenton, elimina el 
radical superóxido e inhibe la peroxidación lipídica. En la misma línea se encuentran 
otras moléculas como la haptoglobina, que secuestra hemoglobina o la albumina, que 
secuestra cobre. 
El urato se obtiene del metabolismo de degradación de los nucleótidos xantina a 
ácido úrico (urato). Es el producto final del metabolismo de las purinas en humanos y 
funciona como el típico antioxidante suicida (reduciéndose a xantina e hipoxantina) o 
como quelante de metales de transición (disminuyendo la reacción de Fenton y Haber 
Weiss) inhibiendo reacciones catalizadas por metales sin modificar su estado de 
oxidación. 
La bilirrubina es un tetrapirrol lineal (unido a la albúmina). Producto final de la 
degradación del grupo hemo. Es un antioxidante liposoluble y, por tanto, capaz de 
inhibir la lipoperoxidación rivalizando en la membrana con la vitamina E. Producto de 
su metabolización se oxida a biliverdina al captar radicales hidroperóxido y éste se 
reduce para dar la bilirrubina. 
Además de los sistemas enzimáticos y no enzimáticos los seres vivos disponen de 
un tercer tipo de antioxidantes endógenos constituidos por los sistemas reparadores. 
En este grupo se encuentran los mecanismos defensivos enzimáticos coadyuvantes o 
de soporte de los anteriores, son los sistemas reparadores de moléculas previamente 
afectadas. Los sistemas reparadores pueden ser directos como la disulfuro reductasa 
y la sulfóxido reductasa que reducen los grupos disulfuro (S-S) de los aminoácidos 
azufrados (Koc y Gladysev, 2007; Weissbach y cols., 2002), o indirectos como es el 
reconocimiento del daño molecular y la reparación de ese daño, que tiene lugar en las 
cadenas carbonadas peroxidadas, en las proteínas oxidadas y en las cadenas de DNA 
y RNA oxidadas (Willey y Harris, 1990). En este grupo de enzimas reparadoras, están 
las proteasas y las fosfolipasas que actúan sobre proteínas y fosfolípidos 
respectivamente una vez se produce el daño en la molécula y que deben ser 
reemplazadas vía síntesis de novo. Los ácidos nucleicos que han sido modificados por 
estrés oxidativo son reparados principalmente por el sistema BER (reparación por 
escisión de base) donde intervienen un grupo de enzimas como glicosilasas y 




2.1.4.2. Antioxidantes Exógenos.  
Este grupo de antioxidantes lo constituyen aquellas moléculas con capacidad 
antioxidante que no se pueden sintetizar endógenamente y son obtenidos a partir de la 
dieta, como las vitaminas o los compuestos fenólicos.  
2.1.4.2.1. Vitaminas y carotenoides 
Vitamina C o Ácido Ascórbico  
La vitamina C o el ácido ascórbico, está considerado uno de los antioxidantes 
naturales más efectivos y menos tóxicos, y es el antioxidante extracelular más 
importante (Kojo, 2004). Esta presente fundamentalmente en frutas como los cítricos, 
y verduras como tomates, pimientos verdes, brócoli, coliflor, espinacas, patatas… 
El ácido ascórbico es un antioxidante hidrofílico que puede existir en tres estados 
redox: ascorbato (reducido), radical semidehidroascorbato (oxidación monoelectrónica 
del ascorbato) y dehidroascorbato (oxidación bielectrónica del ascorbato) (Levine y 
cols., 2006).  Dos procesos oxidativos monovalentes consecutivos dan lugar al 
dihidroascorbato, con la formación del radical semihidroascorbato como intermediario. 
Estas características hacen de este compuesto un excelente antioxidante hidrosoluble. 
Reacciona con diferentes especies oxigénicas reactivas como el O2•-, OH• , ROO• y 
1O2 pero no es buen antioxidante frente al H2O2, de hecho, potencia su generación 
mediante la inhibición de la catalasa (Halliwell y cols., 2008). Actúa sinérgicamente con 
otros antioxidantes como la vitamina E o el urato para regenerarlos volviéndolos a su 
estado activo (Aguirre y May, 2008). Además existe una interrelación entre el GSH y el 
ácido ascórbico (Linster y cols., 2007), ya que existen transhidrogenasas como la 
glutarredoxina, capaces de reducir el ácido dehidroascórbico a ácido ascórbico con el 
consumo de GSH, permitiendo así su reciclado. 
Entre sus funciones como antioxidante juega un papel importante protegiendo del 
daño oxidativo a los lípidos de membrana y a las proteínas (Asard, 2008), actúa como 
un modulador enzimático en la regulación de la sintasa endotelial (eNOS) y de la 
NADPH oxidasa en la pared vascular (Sönmez y cols., 2009; Wilson, 2009; Rodrigo y 
cols., 2007). Otras funciones de la vitamina C, es actuar como cofactor esencial para 
la formación de colágeno, contribuir a una mejora de la síntesis de carnitina y a la 
reducción de la concentración plasmática de triglicéridos (Okamoto y Ueno, 2006), 
participar en la biosíntesis de neurotransmisores (Bagga y cols., 2008; Rodrigo y cols., 
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2007), además, estudios recientes muestran su capacidad para modular la 
proliferación celular (Ulrich-Merzenich y cols., 2009). 
Estudios epidemiológicos, muestran una correlación negativa entre el consumo de 
alimentos con vitamina C y cáncer (Kim y cols., 2010; Nagel y cols., 2010;). Otros 
estudios, in vitro e in vivo, muestran los efectos de la vitamina C en la inhibición de la 
angiogénesis (Mikirova y cols., 2010), así como los efectos protectores frente al daño 
cerebral (Iwata y cols., 2010; Harrison y cols., 2009). 
También puede actuar de prooxidante en presencia de metales de transición (Cu, 
Fe), generándose el radical hidroxilo. Este efecto prooxidante del ácido ascórbico no 
tiene lugar, normalmente, in vivo dado que en situaciones no patológicas no hay cobre 
ni hierro libres en los fluidos extracelulares (Gaetke y Chow, 2003; Chen y cols., 2000). 
Vitamina E o Tocoferoles 
La vitamina E está considerada como el principal antioxidante secuestrador de 
radicales lipofílicos in vivo (Pryor, 2000). Los tocoferoles son constituyentes 
minoritarios de todos los aceites vegetales y están entre los antioxidantes más 
conocidos y utilizados. Se conocen ocho homólogos, alfa, beta, gamma y delta-
tocoferoles y los correspondientes tocotrienoles.  
De ellos el α-tocoferol es el que muestra más actividad biológica (Rodrigo y cols., 
2007) y su actividad antioxidante se debe al carácter reductor del grupo hidroxilo de su 
anillo cromanol. Previene el daño oxidativo a membranas (Traber, 2007; van Aalst y 
cols., 2004), impidiendo la reacción de propagación, que es la principal causante de la 
peroxidación lipídica, amortigua los efectos peroxidantes del ión superóxido, modula la 
cascada metabólica del ácido araquidónico y controla la fluidez de la membrana, 
ordenando su estructura.  
Otra reacción importante es la reducción del radical del alfa-tocoferol por otros 
antioxidantes como la vitamina C, CoQ y glutation (GSH) (Rodrigo y cols., 2007) y esto 
es muy importante ya que regenera o ahorra vitamina E y también reduce el carácter 















Los carotenoides son una familia de compuestos pigmentados que son sintetizados 
por las plantas y los microorganismos. Se dividen en dos grupos, los compuestos 
hidrocarbonados y las xantofilas. Aunque los carotenoides están presentes en muchos 
alimentos comúnes, las frutas fuertemente pigmentadas, los zumos y las hortalizas 
constituyen las principales fuentes en la alimentación. Hortalizas y frutas con una 
tonalidad amarillo-naranja proporcionan la mayor parte de β-carotenos y α-carotenos, 
las frutas naranjas proporcionan α-criptoxantina, las verduras de color verde oscuro 
aportan luteína y los tomates así como los productos a base de tomate proporcionan 
licopeno.  
Debido a la naturaleza insaturada de los carotenoides están sujetos a cambios 
debidos principalmente a la oxidación. Sin embargo, otros factores como la 
temperatura, la luz y el pH también pueden producir alteraciones que pueden influir en 
el color de los alimentos, así como en su valor nutricional (Meléndez-Martínez y cols., 
2004). En general, el contenido de carotenoides de los alimentos no se ve alterado al 
cocinarlos, aunque temperaturas extremas darían lugar a su destrucción (Thane y 
cols., 1997).  
Distintos estudios epidemiológicos relacionan de forma positiva una mayor ingesta 
alimentaria de carotenoides con un menor riesgo de enfermedades crónicas (Widome 
y cols., 2010; Hu y cols., 2009). El β-Caroteno y el licopeno han demostrado tener una 
relación inversa con el riesgo de enfermedades cardiovasculares y ciertos tipos de 
cáncer, mientras que la luteína y zeaxantina a los trastornos relacionados con la vista 
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(Mein y cols., 2008; Ma y cols., 2010). Las propiedades antioxidantes de los 
carotenoides es el mecanismo principal de sus efectos beneficiosos, pudiendo actuar 
como captadores de radicales libres debido a la presencia de múltiples enlaces 
conjugados. Son eficientes antioxidantes contra el oxígeno singlete y los radicales 
peróxido, contribuyendo de esta manera al sistema de defensa antioxidante lipofílico 
del organismo (Young y Lowe, 2001). 
 
2.1.4.2.2. Compuestos fenólicos 
Los compuestos fenólicos, son los antioxidantes más abundantes en la dieta, 
siendo muy abundantes en frutas, verduras y bebidas derivadas de plantas como el té, 
vino, zumos, que poseen un alto contenido de estos compuestos. Se encuentran en 
todos los tejidos en estado libre o lo que es más común, unidos a hidroxiácidos o 
azúcares formando glicósidos. Desde el punto de vista químico los glicósidos se 
diferencian de las agliconas en dos propiedades, mayor solubilidad en agua y menor 
reactividad química (Rice-Evans y cols., 1997). En los tejidos de las plantas 
metabólicamente activos es muy raro encontrar fenoles libres puesto que son 
fitotóxicos y la conversión de fenoles conjugados en fenoles libres puede ocurrir 
durante la senescencia, la maduración de frutos o como mecanismo de defensa de la 
propia planta ante el ataque de hongos o insectos (Macheix y cols., 1990). Desde el 
punto de vista químico, los compuestos fenólicos se caracterizan por poseer un anillo 
aromático con una sustitución hidroxilo y una cadena lateral funcional (Thomson, 
1964). Los grupos hidroxilo suelen estar acilados o glicosilados, su presencia y 
número determinan su actividad antioxidante. Son moléculas muy reactivas debido a 




La clasificación de los compuestos fenólicos propuesta por Harborne y Simmonds 
(1964), según su esqueleto carbonado agrupa a estos compuestos en clases o 
familias, siendo las más importantes, los ácidos fenólicos (ácido hidroxibenzoico e 
hidroxicinámico), los flavonoides (flavonoles, flavonas, flavonoides, flavonoles, 
isoflavonas, las proantocianidinas) y los compuestos fenólicos polimerizados como 
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estilbenos, y los lignanos, que se distribuyen en las plantas y los alimentos de origen 
vegetal (Mañach y cols., 2005, 2004) (Figura 2.11).  
 
Ácidos fenólicos              Flavonoides                           Compuestos fenólicos polimerizados 








Ácido gálico                  Naringina                                 Resveratrol             Secoisolariciresinol                 
 
Figura 2.11. Estructura química de los polifenoles 
 
 
Los ácidos fenólicos, también conocidos como compuestos fenólicos de bajo peso 
molecular, contienen un anillo bencénico que dependiendo de los sustituyentes, da 
lugar a distintas estructuras. En el caso de los ácidos benzoicos, sus combinaciones 
con otras moléculas son poco frecuentes, al contrario de lo que ocurre con los ácidos 
cinámicos, que se han encontrado unidos a hidroxiácidos, azúcares, y otros 
compuestos fenólicos (como antocianos y otros flavonoides) formando heterósidos. 
Por lo general, representan aproximadamente un tercio de los fenoles totales, mientras 
que los flavonoides representan las dos terceras partes (Scalper y Williamson, 2000). 
Los flavonoides contituyen el grupo mas importante de polifenoles en la naturaleza 
(Robards y cols., 1999), son muy abundantes en la dieta ya que están presentes en 
una gran variedad de verduras y frutas, como los cítricos. Son moléculas con una 
estructura común de difenilpropano (C6-C3-C6), el esqueleto esta formado por dos 
anillos aromáticos (A y B), unidos a través de un anillo pirona o hidropirona (C) (Figura 














Figura 2.12. Estructura básica de los flavonoides 
 
Las variaciones estructurales en el anillo C, subdividen a los flavonoides en seis 
importantes subclases, entre las que se encuentran las flavanonas, flavonas, 
flavonoles, isoflavonas, antocianos y flavanos (incluidas las catequinas, 







































































Se diferencian en el grado de oxidación y de sustitución del heterociclo, y a su vez, 
dentro de cada familia se diferencian por el número y localización de los grupos 
hidroxilo y metoxilo en los anillos A y B (Pietta, 2000; Rice-Evans y cols., 1996). 
Su forma habitual en la naturaleza es en combinación con azucares mediante 
uniones O-heterosídicas y con menor frecuencia C-heterosídicas. El azúcar unido 
normalmente es glucosa o ramnosa. El número de moléculas de azúcar es 
comúnmente uno, pero podrían ser dos o tres. Estos azúcares pueden estar 
esterificados o no. La solubilidad en agua de los flavonoides depende de la presencia 
en su estructura de una proporción suficiente de grupos polares. Tanto la presencia de 
glucósidos como de grupos hidroxilo aumentan la solubilidad en agua de los 
flavonoides (Crozier y cols., 2009), así, la solubilidad se incrementa en la medida que 
aumenta el número de grupos hidroxilos y decrece cuando estos están metilados. La 
presencia en posición 4 de un carbonilo que puede interaccionar con el grupo hidroxilo 
de la posición 5, disminuye la solubilidad en agua.  
El tercer grupo lo constituyen los compuestos fenólicos polimerizados que 
incluyen los taninos y las ligninas. Los taninos son fenoles polimerizados que originan 
combinaciones estables con las proteínas y con los polisacáridos, favorecido por el 
gran número de grupos hidroxilo que poseen. Bate-Smith y Swain (1962) definen los 
taninos como compuestos fenólicos solubles en agua, con pesos moleculares entre 
500 y 4000 Da, que además de dar las reacciones normales de los polifenoles, tienen 
propiedades especiales como la capacidad de precipitar alcaloides, gelatina y otras 
proteínas; también se ha comprobado su capacidad para reaccionar con radicales 
libres e iones metálicos (Rivero y cols., 2008). Dentro de los taninos se encuadran dos 
tipos de compuestos estructuralmente distintos, que se han denominado taninos 
hidrolizables y taninos condensados. Los primeros son polímeros de los ácidos gálico 
(galotaninos) o elágico (elagitaninos) mientras que los segundos son polímeros de 
flavan-3-ol y se denominan proantocianidinas.  
 
2.1.4.2.2.2. Propiedades antioxidantes de los compuestos fenólicos  
Los compuestos fenólicos son componentes importantes para la calidad de la fruta, 
debido a su contribución al sabor, color y propiedades nutricionales (Cheynier, 2005). 
Algunos polifenoles volátiles, como la vainillina y eugenol, dan lugar a olores muy 
característicos, y están asociados con el amargor y la astringencia, contribuyendo así 
al perfil sensorial de muchos alimentos (Lesschaeve y Noble, 2005). Además, sirven 
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como importantes reservorios de oxígeno y sustratos en procesos de tostado. Así, los 
extractos crudos de frutas, hierbas, hortalizas, cereales y otras materias vegetales 
ricas en compuestos fenólicos (Mañach y cols., 2004) son cada vez más de interés en 
la industria alimentaria ya que retardan la degradación oxidativa de los lípidos y 
mejoran así la calidad y valor nutritivo de los alimentos (Kahkonen y cols., 1999).  
De las características más importantes de los polifenoles presentes en los 
alimentos, destacan sus propiedades antioxidantes (Frankel y Finley, 2008). Estas 
propiedades antioxidantes son una de las principales responsables de sus efectos 
saludables, previniendo enfermedades asociadas al estrés oxidativo como el cáncer, 
enfermedades cardiovasculares y trastornos neurodegenerativos (Ramesh y cols., 
2010; Butt y cols., 2009; García-Lafuente y cols., 2009; Weinreb y cols., 2009; Ramos, 
2008). 
El mecanismo de la actividad antioxidante de los flavonoides parece ser doble, por 
un lado actúan como captadores de radicales libres, y por otro lado, como quelantes 
(Figura 2.14). 


















             




La capacidad captadora de radicales libres se atribuye a su capacidad para donar 
átomos de hidrógeno o electrones. De hecho, los grupos fenólicos de los flavonoides 
sirven de fuente de átomos de  "H" de forma que el radical  producido puede 
deslocalizarse sobre su estructura (Di Majo y cols., 2005; Burda y Oleszek, 2001). La 
capacidad quelante la ejercen impidiendo la reacción de Fenton y evitando la 
generación de radicales. 
Además de la estructura, el grado de hidroxilación, sustituciones, conjugaciones y el 
grado de polimerización determinan la capacidad antioxidante de los compuestos 
fenólicos  (Di Majo y cols., 2005; Calabrò y cols., 2004; Benavente-García y cols., 
1997; Rice Evans y cols., 1996). En este sentido Heim y cols. (2002) expusieron 
algunas evidencias al respecto: a) Los múltiples grupos hidroxilo confieren una 
capacidad antioxidante así como capacidad quelante, pero también confieren efecto 
prooxidante. b) Los grupos metoxi inducen efectos estéricos negativos e incrementan 
la lipofilidad y el daño a membranas. c) Un doble enlace y una función carbonilo en el 
heterociclo o la polimerización de la estructura básica incrementa la actividad 
antioxidante, por la formación de un flavonoide más estable mediante conjugación y 
deslocalización de electrones. 
En general, hay tres grupos estructurales (Figura 2.15), que determinan la 
capacidad captadora de radicales libres de los compuestos fenólicos (Bors y cols., 
1990a; Bors y cols., 1990b). 
(A) la presencia de un grupo catecol (orto-dihidroxi) en el anillo B como rasgo 
estructural fundamental, lo que confiere mayor estabilidad a los radicales aroxil, 
posiblemente a través de enlaces de hidrógeno, y que participa en la deslocalización 
de electrones; 
(B) el doble enlace 2,3, en conjugación con una función 4-oxo de un grupo 
carbonilo en el anillo C, responsables de la deslocalización de electrones desde el 
anillo B;  




















Distintos trabajos han demostrado que la presencia de un grupo hidroxilo en 
posición 5 y 7 incrementa significativamente la capacidad antioxidante (Yu y cols., 
2005). La conjugación del anillo piránico con el resto de la molécula, lo cual es típico 
de las antocianidinas, incrementa la estabilización de los radicales formados y produce 
un aumento de la actividad antioxidante. Además, la presencia de grupos hidroxilo en 
posición 3 incrementa la actividad scavenger, mientras que la presencia adicional de 
grupos hidroxilo y metilo en posiciones 3, 5 y 7 en los anillos A y C parecen ser menos 
importantes (Yu y cols., 2005).  
Estas características estructurales contribuyen a aumentar la estabilidad del radical 
aroxil. Así, los flavonoles y flavonas que contienen un grupo catecol en el anillo B son 
más activos que otros tipos de flavonoides, siendo los flavonoles más potentes que las 
flavonas debido a la presencia del grupo hidroxilo en posición 3. Sin embargo, 
alteraciones en la disposición de los grupos hidroxilo y la sustitución de un grupo 
hidroxilo por glicosilación disminuye la actividad antioxidante. La glicosilación de todas 
estas posiciones influye en la actividad antioxidante de los flavonoides. La glicosilación 
de este grupo hidroxilo disminuye la capacidad scavenger y un grupo hidroxilo 
adicional en el anillo B (grupo pirogalol) incrementa la capacidad antioxidante. Por el 
contrario, un solo grupo hidroxilo en el anillo B reduce esta actividad. Por otra parte, la 
ausencia de conjugación entre el doble enlace 2,3 y el grupo hidroxilo en posición 4 es 
la responsable de que flavanoles y flavanonas sean antioxidantes más débiles. 
A B C 
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Como quelantes de metales, requiere la presencia de grupos hidroxilos cercanos en 
el anillo aromático. De este modo, los o-dihidroxifenoles son secuestradores efectivos 
de iones metálicos e inhiben la generación de radicales libres por la reacción de 
Fenton, ya que esta estructura junto con los grupos 4-oxo-5-hidroxi así como 4-oxo, 3-
hidroxi son los sitios de unión de los metales de transición (Rice-Evans y cols., 1996). 
Además de las características estructurales, otro factor que afecta a la capacidad 
antioxidante de los compuestos fenólicos es el grado de polimerización. Así, los 
compuestos poliméricos son más potentes como antioxidantes que los monómeros. Al 
ser compuestos fenólicos con un elevado número de grupos hidroxilo en sus 
estructuras moleculares muestran una mayor actividad antioxidante in vitro (Rice-
Evans y cols., 1997). La presencia de sustituyentes voluminosos en los anillos, que 
inducen la donación de electrones, aumenta la efectividad como antioxidantes de los 
compuestos fenólicos al disminuir la fuerza de los enlaces O-H. Por otro lado, el 
impedimento estérico generado por los sustituyentes en la región del radical, 
disminuye la velocidad de las reacciones de propagación en la que está implicado el 
propio radical fenoxilo, contribuyendo a su estabilización (Robards y cols., 1999). Así  
la actividad para captar O2 aumenta con el grado de polimerización y los dímeros de 
ácido ferúlico inhiben la peroxidación lipídica en mayor extensión que los monómeros. 
La capacidad antioxidante de los compuestos fenólicos también va estar 
determinada por su solubilidad relativa en fase acuosa o lipofílica. La solubilidad 
dependen en gran medida de su estructura y de los sustituyentes asociados (grupos 
hidroxilo, azúcares, metoxilo, etc.). Así, la unión de azúcares hace que los compuestos 
fenólicos seán más hidrosolubles pero disminuye su actividad antioxidante (Rice-
Evans y cols., 1997). La solubilidad determinará la biodisponibilidad de los compuestos 
fenólicos así como su distribución en los organismos a ambientes más acuosos, 
compuestos hidrofílicos o ambientes lipídicos como las membranas celulares.  
Otro mecanismo de acción, es actuar inhibiendo la acción de enzimas como la 
lipooxigenasa, la ciclooxigenasa, la mieloperoxidasa, la NADPH oxidasa y la xantina 
oxidasa, evitando la generación de especies reactivas del oxígeno in vivo (Davalos y 
cols., 2009; Du y cols., 2009; Koeberle y cols., 2009; Lavelli V, 2008; Leifert y cols., 
2008). Por otra parte, se ha podido conocer que también inhiben enzimas involucradas 
indirectamente en los procesos oxidativos, como la fosfolipasa A2, al mismo tiempo 
que estimulan otras con reconocidas propiedades antioxidantes como la catalasa y la 
superóxido dismutasa (Aruna-Devi y cols., 2010; Fernandez-Pachon y cols., 2009). De 
esta forma los compuestos fenólicos interfieren tanto en las reacciones de propagación 
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de radicales libres como en la formación del radical en sí. Son distintos estudios los 
que obtienen una correlación lineal y positiva entre la capacidad antioxidante total de 
los alimentos y su contenido en polifenoles (Bellion y cols., 2010; Wolfe y cols., 2008; 
Rivero y cols., 2005). 
 
2.1.4.2.2.3. Efecto prooxidante de los compuestos fenólicos 
Paradójicamente, algunos compuestos fenólicos han sido directamente 
relacionados con una actividad prooxidante (Galati y cols., 2002). Las mismas 
propiedades que confieren la actividad antioxidante de los flavonoides determinan que 
tengan efectos prooxidantes, lo que puede implicar un potencial tóxico (Lambert y 
cols., 2007). La actividad prooxidante fue directamente relacionada con un incremento 
en el número de grupos hidroxilos (Cao y cols., 1997), sin embargo, otros estudios 
sugieren que la presencia de un grupo pirogalol, en el anillo A o en el anillo C de los 
flavonoides, es el factor clave capaz de inducir la formación de H2O2 (Hodnick y cols., 
1986) y en algunos casos la presencia de RNOS, provocar incluso lesiones en el DNA 
(Ohshima y cols., 1998). Existen evidencias de que el enlace insaturado entre el 
carbono 2 y 3 junto con la función oxo del anillo C de las flavonas también puede 
promover la formación de ROS en medios en presencia de Cu+2 (Cao y cols., 1997). 
 Los mecanismos en los que se basa este efecto son la formación de un radical 
aroxilo labil (Cadenas, 2008) (Figura 2.16). La reacción de autoxidación comporta la 
formación del radical superóxido que, por acción de la superoxido dismutasa (SOD), 
produce peroxido de hidrógeno que en la célula debe ser eliminado vía catalasa o 
glutation peroxidasa. Si no se elimina, puede producir radicales hidroxilo. El carácter 
antioxidante y prooxidante viene determinado por la estabilidad del radical formado a 
partir del flavonoide original. Estos mecanismos pueden constituir la base de ciertas 
acciones mutagénicas y citotóxicas de los flavonoides. Muchos estudios ponen de 
manifiesto la dualidad de los flavonoides en los procesos de mutagénesis y 
carcinogénesis. 
Pueden actuar como antioxidantes/prooxidante y antimutagénicos/promutagénicos, 
dependiendo de los níveles consumidos y de las condiciones fisiológicas del 
organismo. Una exposición a niveles demasiado altos de flavonoides puede saturar el 
organismo provocando la formación de ROS, llegando incluso a dañar el DNA o 
enzimas asociadas a él (Skibola y Smith, 2000). Algunos de estos efectos 
prooxidantes son, entre otros la inducción de la apoptosis, citotoxicidad, reducción de 
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la activación de los factores de transcripción (como AP-1) y la expresión de moléculas 
de adhesión (como ICAM-1), suprimir la proliferación celular y la activación de la 
proteína quinasa e inhibir el crecimiento celular (Nameikaite-Cenieré y cols., 2005; 
Schmidt y cols., 2005;). 
 
Figura 2.16. Mecanismos prooxidantes de los flavonoides 
 
Generalmente son necesarias altas concentraciones de flavonoides para desarrollar 
mutagenidad y citotoxicidad. Estas concentraciones no pueden ser alcanzadas 
fisiológicamente a través de la dieta, pero el uso de suplementos, como antioxidantes 
y mezclas de hierbas pueden suponer un nivel de exposición potencialmente tóxico 
(Skibola y Smith, 2000). Por otro lado, la conjugación que sufren los grupos hidroxilos 
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in vivo atenúa el comportamiento prooxidante de los flavonoides (Zhu y cols., 1994) y 
se ha observado in vitro que la vitamina C atenúa la formación de ROS debida a los 
flavonoides (Ratty y cols., 1988), por lo que se podría pensar que la actividad 
prooxidante de algunos flavonoides observada in vitro quizás in vivo pueda ser 
modulada.  
 
2.1.4.2.2.4. Efectos de los compuestos fenólicos sobre la salud 
Los compuestos fenólicos han estado recibiendo cada vez mayor interés por parte 
de los consumidores y los fabricantes ya que numerosos estudios epidemiológicos y 
estudios in vitro, e in vivo han demostrado que el consumo de alimentos con 
capacidad antioxidante, muestran un efecto beneficioso para la salud y contribuyen a 
la prevención de procesos degenerativos, en particular, a reducir la tasa de incidencia 
y de mortalidad por enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares, obesidad, 
diabetes y cancer (Foschi y cols., 2010; Fung y cols., 2009; Martínez-González y cols., 
2008; Duthie y cols., 2006; Méndez y cols., 2006;). Muchos de los beneficios 
asignados a la dieta pueden ser debidos a la actividad sinérgica entre los compuestos 
antioxidantes ingeridos (Rahman, 2009). 
Son numerosos los trabajos que muestran una correlación positiva entre la 
actividad antioxidante y contenido de polifenoles totales en distintos alimentos y 
bebidas como el zumo de pomelo (Igual y cols., 2010; Gorinstein y cols., 2004; 
Proteggente y cols., 2002). Además, algunos autores sugieren que la capacidad 
antioxidante esta relacionado con el tipo de compuestos fenólicos presente en dichos 
alimentos o bebidas. Frutas con una alta capacidad antioxidante generalmente 
muestran un alto contenido en sustancias antioxidantes, especialmente compuestos 
fenólicos y específicamente flavonoides (Tavirini y cols., 2008). Los flavonoides de las 
frutas cítricas parecen estar asociados con un menor riesgo de algunas enfermedades 
crónicas, con un aumento de la supervivencia. 
Un gran número de estudios pone de manifiesto que los biomarcadores del riesgo 
cardiovascular están influenciados por el consumo de alimentos ricos en polifenoles. El 
consumo de bebidas como zumos, vino o té muestra efectos significativos en la 
prevención de enfermedades cardiovasculares (Codoñer-Franch y cols., 2010; Vita, 
2005). Entre los efectos antioxidantes más estudiados está su capacidad de inhibir la 
oxidación de las lipoproteínas LDL, la agregación plaquetaria y el daño a eritrocitos 
(Cheynier, 2005), previniendo de esta forma las enfermedades cardiovasculares y 
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cerebrovasculares (Martínez Alvarez y cols., 2009; Codoñer-Franch y cols., 2008). 
Asimismo, el cacao y ciertos tipos de chocolates también reducen el riesgo de dichos 
procesos cardiovasculares (Keen y cols., 2005).  
En relación a su actividad anticarcinogénica, actúan como inhibidores en procesos 
cancerígenos en los distintos niveles de la oncogénesis y progresión tumoral. En 
estudios epidemiológicos se ha demostrado que una ingesta elevada de frutas y 
hortalizas, ricas en polifenoles parece asociarse a una disminución de la incidencia de 
los cánceres humanos más frecuentes: pulmón, colón, próstata, mama y linfomas 
(Thompson y cols., 2010; Neuhouser, 2004). Además de los datos epidemiológicos, 
existen numerosos estudios de laboratorio, fundamentalmente in vitro, donde se 
demuestran efectos anticancerígenos potenciales de los compuestos fenólicos de la 
dieta. Un ejemplo lo tenemos en el té y sus derivados, que han demostrado efectos 
anticarcinogénicos, en distintos órganos como la piel, los pulmones, la cavidad oral, el 
esófago, el estómago, el hígado, el páncreas, el intestino delgado, el colon y la 
próstata (Sukhthankar y cols., 2010; Yang y cols., 2009; Butt y cols., 2009; 
Thangapazham y cols., 2007). Esta actividad anticarcinogénica es común a otros 
compuestos fenólicos, como la curcumina, genisteína y quercetina. Otros polifenoles 
como las isoflavonas son fitoestrogenos y se ha demostrado que juegan un importante 
papel en la prevención del cáncer de mama y en la osteoporosis (Adlercreutz y Mazur, 
1997).  
Los compuestos fenólicos del té son potentes antioxidantes in vitro, pero esta 
capacidad sólo se relaciona parcialmente con su efecto anticanceroso en algunos 
casos (Xu y cols., 1992; Frei y Higdon, 2003). Algunos estudios sugieren que el efecto 
de muerte celular inducida por estos compuestos es debido a que son prooxidantes, 
por ejemplo, la EGCG (Epigallocatequina-3-galato) induce la apoptosis, no la inhibición 
del crecimiento tumoral (Azam y cols., 2004). De hecho, cuando se añadió EGCG a los 
cultivos celulares, se observó la producción de H2O2 (Hong y cols., 2002). 
Algunos compuestos fenólicos son considerados como agentes químicos que 
previenen el cáncer debido a que inhiben la activación de carcinógenos, un proceso 
normalmente catalizado por el sistema citocromo P450. Otros, son considerados 
agentes quimiopreventivos porque inducen las enzimas de Fase II, que facilita la 




La investigación sobre los efectos neuroprotectores de los polifenoles procedentes 
de la dieta se ha desarrollado considerablemente. Estos compuestos son capaces de 
proteger las células neuronales en diversos ensayos in vivo e in vitro (Ramassamy, 
2006). Muchos estudios epidemiológicos han documentado la influencia de los hábitos 
dietéticos y antioxidantes en la incidencia de trastornos neurodegenerativos como la 
enfermedad de Alzheimer, otros estudios, indican que el consumo de frutas y verduras 
que contienen altas concentraciones de polifenoles, por lo menos tres veces por 
semana, puede desempeñar un importante papel en retrasar la aparición de la 
enfermedad de Alzheimer, sobre todo en los portadores del alelo ApoE4 (Dai y cols., 
2006). Se ha establecido una asociación entre la dieta mediterránea (MEDI) y menor 
riesgo de enfermedad de Alzheimer (Scarmeas y cols., 2006). Por otro lado, ha 
quedado claro que los mecanismos de acción de estos polifenoles van más allá de su 
actividad antioxidante y la atenuación del estrés oxidativo.  
Gran parte del efecto protector de los flavonoides se ha atribuido a su actividad 
antioxidante por neutralización o secuestro de radicales libres; pero cada vez hay más 
estudios que evidencian los efectos saludables de los polifenoles pueden estar 
mediados por sus interacciones con proteínas específicas de las cascadas de 
señalización intracelular (Virgili y cols., 2008), las cuales inhiben la síntesis de 
moléculas inflamatorias, la formación de radicales libres, daño nuclear e inducen la 
expresión de enzimas antioxidantes (Tuñon y cols., 2009). Muchos de estos 
compuestos interfieren en la regulación de las señales de transducción a distintos 
niveles, modulando las actividades de los factores de crecimiento hormonal, inhibiendo 
oncogenes, y/o activando los genes supresores de tumores. Entre la vías de 
transducción de señales, que pueden regular los polifenoles se encuentran la NF-κB, 
MAPKs, PI3K/Akt, β - catenina, y Nrf2 que son fundamentales para regular el sistema 
de defensa enzimático como la hemo oxigenasa-1 (HO-1), NADPH: quinona 
oxidorreductasa (NQO1), glutatión S-transferasa (GST), UDP glucuronosil transferasa, 
tiorredoxina, ferritina, metalotioneína e iNOS (Roy y cols., 2010; Romier-Crouzet, 
2009; Oak y cols., 2003). Los flavonoides también inhiben el daño oxidativo al ADN, y 
favorecen su reparación, reduciendo de esta forma los marcadores de proliferación 
celular, la metástasis y la angiogénesis. Esta capacidad reguladora de los flavonoides 
sobre las vías de señalización celular está relacionada con diversas funciones 
celulares, implicadas en la defensa de la célula resultando en acciones 
neuroprotectoras, cardioprotectoras y quimiopreventivas. 
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Estos estudios justifican el creciente interés por los polifenoles, como compuestos 
bioactivos de los alimentos y la evidencia de su papel en la prevención de distintas 
enfermedades está emergiendo, así como su uso en el desarrollo de alimentos 
funcionales.  
Numerosos factores genéticos, ambientales y tecnológicos pueden afectar a la 
concentración de los compuestos fenólicos en los alimentos, algunos de los cuales 
pueden ser controlados para optimizar el contenido en los alimentos. Estos efectos de 
los polifenoles sobre la salud, dependen tanto de la ingesta como de su 
biodisponibilidad, las cuales pueden variar enormemente (Manach y cols., 2004). Una 
de las posibilidades para aumentar la biodisponibilidad de los compuestos fenólicos se 
puede llevar a cabo mediante las aplicaciones de diferentes tecnologías que 
conserven o mejoren la biodisponibilidad de dichos compuestos durante los procesos 
de elaboración y procesado (Lima y cols., 2009). 
 
2.1.5. EVALUACIÓN DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE 
La capacidad antioxidante de un alimento está relacionada con su composición y 
mide los moles de radicales libres capturados por una solución de antioxidantes, 
independientemente de la actividad antioxidante de los componentes individualizados 
(Ghiselli y cols., 2000) a diferencia de la actividad antioxidante que mide la relación 
constante de un antioxidante sencillo frente a un radical libre. Debido a la variedad de 
agentes oxidantes y de los diferentes mecanismos antioxidantes, en la actualidad no 
existe un sólo método de medida para evaluar la capacidad antioxidante de un 
alimento o su efecto protector sobre las biomoléculas lo cual hace necesario el aplicar 
diferentes ensayos para generar un perfil sobre la capacidad antioxidante del 
compuesto o alimento (Rivero y cols., 2008; Schlesier y cols., 2002).  
Los métodos que evalúan la capacidad antioxidante pueden estar basados en dos 
tipos de reacciones HAT (hydrogen atom transfer) que miden la habilidad de un 
antioxidante para estabilizar los radicales libres por transferencia de un átomo de 
hidrógeno y ensayos basados en reacciones SET (single electron transfer) que miden 
la capacidad potencial de un antioxidante de transferir un electrón para reducir un 
compuesto incluyendo metales, grupos carbonilo y radicales (Huang y cols., 2005).  
Existen numerosos métodos para medir la capacidad antioxidante de los alimentos 
(Prior y cols., 2005). Estos se pueden basar en métodos químicos que miden la 
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capacidad de un alimento de estabilizar un radical libre, donde se incluyen los métodos 
que evalúan la llamada capacidad antioxidante total frente a radicales estables 
generados químicamente y los que miden la capacidad scavenger frente a ROS y RNS 
y en métodos biológicos en los que se cuantifica la habilidad de los antioxidantes 
para inhibir el daño generado por un radical libre, incluyen los biomarcadores de estrés 
oxidativo, indicadores del daño oxidativo a biomoléculas. 
 
2.1.5.1. Capacidad antioxidante expresada en equivalentes de Trolox  
El ensayo ABTS (2,2’-azinobis-(3-ethyl-benzothiazoline-6-sulphonic acid)) fue 
descrito por Miller y Rice-Evans (1993) y está basado en la capacidad antioxidante del 
la muestra problema para reducir el radical ABTS•+. Como patrón se emplea el ácido 
6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-croman-2-carboxílico (Trolox), un análogo sintético 
hidrosoluble de la vitamina E. 
Han sido varias las modificaciones realizadas sobre el método original que se han 
centrado en el modo de generar el radical, usándose reacciones enzimáticas con 
metamioglobina (Miller y cols., 1993), peroxidasa (Arnao y cols., 1996), hemoglobina 
(Cano y cols., 2002) o con dióxido de manganeso (Miller y Rice-Evans, 1997), con 
ABAP (Van den Berg y cols., 1999) o persulfato potásico (Re y cols., 1999). 
Este método ha sido utilizado para medir antioxidantes hidrofílicos en un medio 
tamponado y lipofílicos en solventes orgánicos como diclorometano o acetona. Sin 
embargo las reacciones en agua aparentemente se ven favorecidas por este método y 
permiten medir ambos tipos de antioxidantes (Pulido y cols., 2003). 
A parte del método descrito previamente, en la bibliografía se detallan otros, el 
método DPPH es un método sencillo que se basa en la reducción del radical DPPH 
(2,2´-difenil-1-picrilhidracil) por captación de un átomo de hidrógeno al añadir el 
antioxidante. Se emplea sobre todo para determinar la eficacia antiradicalaria de 
compuestos fenólicos (Magalhaes y cols., 2008). El DPPH es un buen método para 
medir la capacidad antioxidante en fracciones o alimentos. No obstante, algunos 
antioxidantes que presentan un espectro de absorción similar al del radical, como es el 
caso de los carotenoides, pueden causar interferencias (Prior y cols., 2005). 
El ensayo ORAC (oxygen radical absorbance capacity) mide la degradación 
oxidativa de una molécula fluorescente como la fluoresceína sometida a un flujo 
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constante de radicales peroxilo generados por el AAPH. La protección ejercida por los 
antioxidantes se cuantifica a través de la fluorescencia (Magalhaes y cols., 2008). Este 
método se ha empleado en el análisis de plasma, sin embargo presenta el 
inconveniente de sobrevalorar a los antioxidantes más débiles (Huang y cols., 2005). 
2.1.5.2. Actividad reductora del hierro férrico/poder antioxidante. Ensayo 
FRAP 
Este método fue desarrollado por Benzie y Strain (1996) para medir el poder 
reductor del plasma, y posteriormente ha sido adaptado para el análisis de la 
capacidad antioxidante en alimentos. El mecanismo básico de reacción es la 
transferencia de electrones (SET) y es un método especialmente indicado para 
antioxidantes de naturaleza hidrofílica.  
El método determina la capacidad de la muestra para reducir un complejo de hierro 
férrico con la molécula TPTZ (ferric 2,4,6-tripyridyl-S-triazine) a su forma ferrosa, 
dando un compuesto coloreado que puede cuantificarse espectrofotométricamente a 
595 nm y los resultados son expresados en equivalentes de Fe (II).El poder reductor 
de los compuestos fenólicos se asocia con el número de grupos hidroxilo y el grado de 
conjugación de la molécula.  
Otro método es el CUPRAC (Cooper Reduction Antioxidant Capacity) similar a 
FRAP pero usando de base Cobre (II) (Gorinstein y cols., 2008; Apak y cols., 2007; 
2004). 
 
2.1.5.3. Evaluación de la capacidad estabilizadora de radicales  
Capacidad estabilizadora del radical superóxido: El método más utilizado para 
evaluar la capacidad estabilizadora del radical superóxido de un alimento es el empleo 
de un sistema no enzimático que usa el complejo 5-metilfenacin metosulfato (PMS-ß-
NADH) (Liu y cols., 1997). En este método, el compuesto con capacidad antioxidante 
inhibe la producción de sal de formazan generada a partir de la reducción del nitro azul 
tetrazolio (NBT) por el radical superóxido, compuesto que es cuantificable 
espectrofotométricamente a 560 nm.  
La actividad scavenger de un antioxidante frente al radical superóxido puede 
también puede ser medida en un sistema enzimático hipoxantina-xantina oxidasa 
(HX/XO) determinando la inhibición en la generación del radical (Robak y cols., 1988).  
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Capacidad estabilizadora del radical hidroxilo: Los métodos se basan en generar el 
radical hidroxilo a través de reacciones de Fenton o Haber-Weiss utilizando metales de 
transición como el Fe o el Cu. El método más utilizado es el ensayo de la 
desoxirribosa, que emplea el ácido ascórbico y metales de transición como el Fe o Cu 
para generar el radical hidroxilo en presencia de EDTA (Halliwell, 1990; Aruoma y 
cols., 1993). Este radical ataca al azúcar, desoxirribosa, que se degrada en una serie 
de fragmentos. Éstos reaccionan con ácido tiobarbitúrico (TBA) a 100ºC en medio 
ácido, dando lugar a un cromóforo rosa, cuya formación es proporcional a la cantidad 
de azúcar degradado. 
Muchos antioxidantes pueden actuar como estabilizadores o quelantes y para 
evaluar sí actúan a través de uno u otro mecanismo se realizá el estudio en presencia 
y ausencia de un quelante como el EDTA (Aruoma, 1994) o generando el radical 
hidroxilo sin metales usando H2O2/NaOH/DMSO (Yamaguchi y cols., 1999). 
 
2.1.5.4. Evaluación de Biomarcadores del daño oxidativo a biomoléculas 
La capacidad de un alimento o compuesto de inhibir el daño oxidativo a proteínas, 
aminoácidos, lípidos o ácidos nucleicos se puede evaluar a través de la cuantificación 
de biomarcadores. Un biomarcador tiene que ser el principal producto de modificación 
oxidativa que pueda estar implicado directamente en el desarrollo de una enfermedad, 
un producto estable y no susceptible a modificaciones durante el ensayo. Además, 
tiene que ser medido por un ensayo que sea específico, sensible, reproducible y 
robusto (Zwart y cols., 1999). 
El estudio de la peroxidación lipídica está relacionado con el desarrollo y progresión 
de la aterosclerosis y otras enfermedades crónicas (Finsterer, 2007; Uchida, 2007; 
Tavridou y cols., 2006), el daño oxidativo a proteínas con diferentes enfermedades 
entre ellas las neurodegenerativas y los biomarcadores de daño oxidativo al DNA son 
marcadores de carcinogénesis (Bocchetti y cols., 2008; Buthbumrung y cols., 2008). 
Biomarcadores de la oxidación a lípidos: El proceso de peroxidación lipídica 
engloba una serie de reacciones en cascada entre cuyos productos se encuentran 
hidroperóxidos y aldehídos, para los cuales existen diferentes ensayos para su 
cuantificación. De los diferentes métodos para evaluar el daño oxidativo a lípidos, el 
más ampliamente usado es el que mide el malondialdehído (MDA) en presencia de 
ácido tiobarbitúrico (TBARS). La medida puede realizarse espectrofotométricamente o 
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por fluorescencia (Draper y cols., 1993; Janero 1990).  
Biomarcadores del daño al DNA: La oxidación del DNA da lugar a diferentes 
productos de oxidación bases nitrogenadas, así como a la escisión de las hebras que 
componen la doble hélice. Así, la capacidad de un compuesto de inhibir la rotura de 
las hebras de DNA se puede seguir “in vitro” mediante electroforesis en gel. El daño 
oxidativo se puede visualizar en función del desplazamiento de las hebras de DNA en 
el gel en presencia y ausencia del agente oxidante. Otro método también utilizado es 
el llamado ensayo cometa, que mide el daño oxidativo al DNA en células, siendo un 
método muy sensible para detectar la rotura de la cadena de DNA (Singh y cols., 
1988). 
Como biomarcador del daño oxidativo a las bases nitrogenadas del DNA se utiliza 
la base modificada, 8-hidroxi -2`-deoxiguanosina (8-OHdG) es una de las lesiones más 
críticas del daño oxidativo al DNA y sus niveles in vivo están relacionados con los 
procesos carcinogénicos.  
Biomarcadores de la oxidación a proteínas: Las proteínas son también 
susceptibles al daño oxidativo por ROS o RNS, y los productos formados como 
consecuencia de su oxidación son químicamente muy diversos. Entre las 
modificaciones originadas resultado de su oxidación una de las más comunes es la 
aparición de grupos carbonilo (Levine y cols., 1990) siendo su acumulación 
considerado un marcador de daño oxidativo a proteínas en diferentes patologías 
(Shinall y cols., 2005; Berlett y Stadtman, 1997; Dean y cols., 1997). Estos grupos son 
producidos sobre las cadenas laterales de las proteínas cuando están oxidadas, dando 
lugar a grupos químicos estables que son fácilmente detectables. Otros métodos para 
cuantificar el daño a proteínas evalúan el daño oxidativo a grupos tiol, o la oxidación 
de aminoácidos como tirosina o triptófano, bien sea radiolítica o inducida por metales 
de transición (Huggins y cols., 1993). 
 
2.2. ZUMO DE POMELO: COMPUESTOS BIOACTIVOS Y TÉCNICAS DE 
DESAMARGADO   
2.2.1. ASPECTOS GENERALES 
La producción mundial de frutas está liderada por los cítricos, con una  producción 
anual de aproximadamente 102 millones de toneladas. No se conoce con exactitud el 
origen del pomelo, clasificado como Citrus paradisi Macf. (Citrus Pages, 2009), aunque 
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numerosas investigaciones señalan que se trata de una hibridación natural entre el 
naranjo dulce y el pummelo (una especie diferente), producido en el Caribe y que 
posteriormente su cultivo se extendió a los Estados Unidos, donde se comienza su 
producción a gran escala. A día de hoy, el cultivo de pomelo se lleva a cabo en 
numerosos países tropicales y subtropicales y representa el tercer lugar en 
importancia después de naranja y mandarina, donde el 26 % se destina al consumo 
procesado.  
Todas las variedades de pomelo (Figura 2.17) surgieron a partir de numerosas 
hibridaciones, cada una de ellas se puede clasificar dependiendo de la tonalidad de su 
pulpa (Moore, 2001). De forma general, las variedades de pomelo pueden clasificarse 
en dos grupos, las variedades blancas o comunes que tienen la pulpa de color 
amarillo, entre ellas podemos distinguir las variedades Duncan y Marsh, siendo esta 
última la más importante. Un segundo grupo engloba las variedades pigmentadas, con 
una pulpa de un tono rojizo debido al licopeno, y que están adquiriendo mayor 
popularidad entre los consumidores, entre las que destacamos las variedades 










                                      Figura 2.17. Variedades de pomelos (Moore, 2001) 
La variedad seleccionada en este trabajo es la Star Ruby por ser la comercialmente 
disponible, que presenta una coloración tanto interior como exterior más oscura y por 
ello más atractiva. 
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2.2.2. COMPUESTOS BIOACTIVOS EN EL POMELO 
El pomelo se caracteriza por la presencia de compuestos bioactivos como ácido 
ascórbico, carotenoides, flavonoides, en particular, la naringina, que se encuentra en 
abundancia en el zumo (Hsia y cols., 2008; Yu y cols., 2005), y esteroles como el β-
sitoesterol, campesterol y estigmasterol. 
Sus propiedades y efectos beneficiosos sobre la salud han sido asociados a estos 
componentes, debido a sus características antioxidantes naturales (Marti y cols., 2009; 
Ribeiro y cols., 2008; Xu y cols., 2008). Muchos autores han constatado el papel de los 
cítricos en la prevención de enfermedades, tales como diabetes, enfermedades 
neurodegenerativas, enfermedades cardiovasculares, y ciertos tipos de cáncer (Foschi 
y cols., 2010; Thompson y cols., 2010; Díaz-Juarez y cols., 2009; Benavente-García y 
cols., 2008; Poulose y cols., 2005). 
 
2.2.2.1. Compuestos fenólicos  
La distribución cuantitativa de los compuestos fenólicos en los cítricos varía entre 
los diferentes órganos de la planta y las diferentes especies (Trípoli y cols., 2007). 
Esta variabilidad esta condicionada por la genética y por otros factores como la 
climatología, el grado de madurez, la posición del arbol, el origen y las prácticas 
agrícolas. En el caso de los productos procesados, el contenido de flavonoides estará 
condicionado por el tipo de procesado tecnológico que se utilice (Robards y 
Antolovich, 1997). 
Hasta la actualidad, en los cítricos Citrus sp, han sido identificados más de 60 
flavonoides y la mayoría pueden ser clasificados en tres grupos: flavanonas, flavonas y 
flavonoles (Tabla 2.2) (Benavente-García y cols., 1997), además de otros compuestos 
fenólicos (ácidos fenólicos, etc) que también están presentes en los cítricos.  
Los principales flavonoides presentes en el zumo de pomelo, variedad grapefruit 
(Citrus paradisi Macf.) son la naringina (Ting, 1958), narirutina, hesperidina, 
neohesperidina, didimina y poncirina (Hagen y cols., 1966; Versteeg y cols., 1977). 
Las flavanonas son los flavonoides más abundantes de los cítricos, representan el 
98% de los flavonoides en el pomelo (Peterson y cols., 2006). Las flavanonas son 
débilmente ácidas y pueden ser fácilmente convertidas a chalconas en medio alcalino 
o ácido (Tomás-Barberan y cols., 2000). Se encuentran como un par de 
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diasteroisómeros, debido a la presencia de un centro quiral en la aglicona (C-2) y un 
residuo de azúcar ópticamente activo.  
Las flavanonas en los cítricos están presentes en forma de glucósidos o como 
agliconas. Sin embargo, en los zumos están presentes principalmente como sus 
derivados glicosílicos unidos a azúcares mediante uniones O-heterosídicas y con 
menor frecuencia C-heterosídicas (Justasen y cols., 1998). 
Tabla 2.2 Características estructurales de los flavonoides de cítricos (Trípoli y cols., 2007). 
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Las formas glicosiladas se clasifican en dos tipos de di-glucósidos: 
neohesperidósidos (ramnosa- α-1,2 glucosa) y rutinósidos (ramnosa- α-1,6 glucosa). 
En general, las distintas variedades de cítricos difieren en la presencia de rutinósidos o 
neohesperidósidos, así por ejemplo el limón (Citrus limón) y la naranja dulce (Citrus 
sinensis) contiene rutinósidos, la naranja agria (Citrus aurantium) neohesperidósidos 
mientras que en el pomelo (Citrus paradisi) se encuentran presentes tanto rutinósidos 
como neohesperidósidos, entre ellos, narirutina, naringina, hesperidina, 
neohesperidina son las principales flavanonas glicosiladas en el zumo de pomelo. La 
naringina es la más abundante y está presente en concentraciones muy altas, que 
varían dependiendo de la zona del pomelo, en concreto en la variedad Marsh el 
contenido es de 2700, 1270, 1130 y 994 mg/100g fruta en el albedo, vesículas de 
zumo, segmento de la epidermis y en el flavedo, respectivamente (Nogata y cols., 
2006) a diferencia de los demás frutos cítricos que tienen pequeñas cantidades de 
naringina glicosilada (Bocco y cols., 1997; Yusof y cols., 1990).  
Por otra parte, los zumos de cítricos también contienen pequeñas cantidades de 
flavonas C-heterósidos, con sustituciones en C-6 o C-8, o en ambas posiciones 
(Gattuso y cols., 2007; Trípoli y cols., 2007). Estos azúcares determinan un 
comportamiento organoléptico diferente en las frutas, así como en sus zumos, de 
forma tal que los β-neohesperidósidos, presentes en los pomelos, son intensamente 
amargos (Garg y cols., 2001), mientras que β-rutinósidos, presentes en los limones, 
son insípidos (Peterson y cols., 2006). La estabilidad frente a soluciones alcalinas 
calientes también depende de los glicósidos pues los β-neohesperidósidos son 
estables, mientras que sus isómeros no lo son.  
En relación a la solubilidad en medio acuoso de los flavonoides depende de la 
presencia en su estructura de una proporción suficiente de grupos polares. Así, la 
solubilidad se incrementa en la medida que aumenta el número de grupos hidroxilos y 
disminuye cuando estos están metilados. La presencia en posición 4 de un carbonilo 
que puede interaccionar con el grupo hidroxilo de la posición 5, disminuye la 
solubilidad en agua. Sin embargo, la adición de glucósidos en los flavonoides 
incrementa su solubilidad en agua (Pino, 1997).  
Además, de las flavanonas, en el pomelo están presentes flavonoles como la 
quercitina y polimetoxiflavonas (nobiletina, heptametoxiflavona y tangeretina), aunque 
la presencia de estos compuestos en el pomelo es minoritaria y se encuentran en 
concentraciones muy inferiores a las de las flavanonas (Ortuño y cols., 2006).  
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En cuanto a los compuestos fenólicos simples, los ácidos fenolicos estan presentes 
en concentraciones muy bajas (Rapisarda y cols., 2003), entre ellos se han detectado 
ácidos hidroxicinámicos (cafeico, p-cumárico, ferúlico, y sinápico) (Wang y cols., 2008; 
2007; Robbins y cols., 2003; Manthey y cols., 2001) y ácidos benzoicos 
(protocatécuico, p-hidroxibenzoico y vainílico) (Xu y cols., 2008).  
Otros compuestos fenólicos que forman parte del zumo de pomelo son las 
furanocumarinas (bergamotina, 6',7'-dihidroxibergamotina, 6´7´-epoxibergamotina y 7-
geraniloxicoumarina) (Manthey y cols., 2005) y la limonina que es una furanolactona 
presente en todos los zumos de cítricos (Rousseff y cols., 2009), aunque se 
encuentran en concentraciones por debajo de los umbrales del sabor para las 
variedades de cítricos maduros, de mayor interés comercial.  
2.2.2.2. Vitaminas y carotenoides en el pomelo  
En relación a la vitamina C, Vinson y Bose (1988) subrayaron la importancia del 
ácido ascórbico como componente natural en el zumo de cítricos, donde otros 
compuestos naturales presentes en el zumo, como los flavonoides, potencian la 
biodisponibilidad de este ácido. Otras vitaminas A y B (B1, B2, B3, B6 y B9) también 
están presentes en el zumo de pomelo, pero en cantidades menores. 
Los pomelos (Citrus paradisi) son los cítricos con el mayor número de híbridos de 
color rojo (más de 10), debido a la presencia de carotenoides como el licopeno y β-
caroteno, que fueron identificados entre los años 1930 y 1950. Lee (2000) identificó la 
presencia de otros carotenoides como el fitoflueno y ζ-caroteno en el zumo de pomelo 
rojo. Estos compuestos no están distribuidos uniformemente, su composición en los 
cítricos varía mucho dependiendo de las distintas variedades y del tejido (Xu y cols., 
2006). Por ejemplo, la luteína se observó en la piel de las toronjas y pomelos pero no 
en los tejidos de naranja. Además el contenido de carotenoides en pomelos de la 
variedad Marsh es muy escaso, mientras que en los híbridos de color rojo su 
contenido es casi 800 veces mayor. 
2.2.3. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS COMPUESTOS BIOACTIVOS DEL 
POMELO 
La capacidad antioxidante de los cítricos se atribuye principalmente al ácido 
ascórbico y a los compuestos fenólicos. Xu y cols. (2008), señalaron que la 
contribución del ácido ascórbico a la capacidad antioxidante total de los zumos de 
cítricos era del 50% en concordancia con estudios realizados anteriormente (Del Caro 
Antecedentes Bibliográficos 
 49 
y cols., 2004; Yoo y cols., 2004; Arena y cols., 2001; Gardner y cols., 2000). Sin 
embargo, otros estudios sugieren que son los compuestos fenólicos los que más 
contribuyen a la capacidad antioxidante total de los cítricos (Igual y cols., 2010; Tripoli 
y cols., 2007). Parece que algunos factores tales como las diferentes variedades de 
cítricos, el grado de madurez, la elaboración del zumo y los métodos de análisis 
pueden hacer que existan estas divergencias (Amarowicz y cols., 2009; Lester y cols. 
2007). 
La estructura de los flavonoides, que puede verse modificada durante la 
elaboración de los zumos, puede determinar sus características antioxidantes: 
Influencia de los grupos hidroxilo: La configuración y el número total de grupos 
hidroxilo puede influir en varios mecanismos de la actividad antioxidante. Las 
flavanonas (Figura 2.18) con una sustitución en la posición 7 del grupo hidroxilo por un 
neohesperidosido muestran menor capacidad antioxidante (Heim y cols., 2002), 
debido a que la glicosilación reduce el número de grupos hidroxilo libres o destruye la 
estructura orto-hidroxilo (Cai y cols., 2006). El incremento de grupos hidroxilo en 
posición 3´y 4´en las flavanonas agliconas parece influir poco en la actividad 
antioxidante. Sin embargo, en las flavanonas glicosiladas, la presencia de una 
estructura 3´,4´-catecol incrementa significativamente la actividad antioxidante. Por 
otra parte, el angulo de torsión del anillo B con respecto al resto de la molécula 
también influye en la capacidad “scavenger” frente a los radicales libres. Flavonoles y 
flavanoles con 3-OH son planos, mientras que flavonas y flavanonas están ligeramente 






                         Figura 2.18. Estructura química de las flavanonas 
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propiedades quelantes de metales de transición (Russo y cols., 2000). La 
configuración del anillo C con un grupo hidroxilo en posición 3, que activa el doble 
enlace en la posición 2, 3, determina esta capacidad estabilizadora, por tanto, la 
ausencia de este doble enlace en las flavanonas explica que la apigenina (flavona) 
presente mayor actividad scavenger frente al radical superóxido que la naringenina 
(flavanona). Cook y Samman (1996) indicaron que los grupos hidroxilo y carbonilo en 
flavonoides contribuyen estabilizando los radicales hidroxilo al formar complejos con 
hierro impidiendo su formación a través de la reacción de Fenton.  
Influencia de la O-metilación: La influencia de la metilación en la capacidad 
antioxidante se debe a las diferencias tanto en la hidrofobicidad como en la planaridad 
molecular. La O-metilación en las flavanonas glicosiladas disminuye su capacidad 
antioxidante, siendo insignificante en las agliconas. Así, se ha observado que en las 
flavanonas glicosiladas la sustitución de un grupo hidroxilo en posición 4 por un grupo 
metilo disminuye notablemente la capacidad antioxidante, como consecuencia de un 
menor número de hidroxilos o por la falta de la estructura 3´,4´-di-OH. Por otro lado, la 
presencia de grupos donadores de electrones en el anillo aromático y la glicosilación 
con neohesperidósido en la posición 7 ejercen una fuerte influencia en el potencial 
redox de los fenoles (Di Majo y cols., 2005). Además, estos autores sugieren que la 
molécula de azúcar en posición 7 es capaz de interactuar con el grupo metoxilo en la 
posición 4´ y reducir el poder antioxidante. El descenso en la actividad antioxidante por 
la O-metilación también puede deberse a efectos estéricos que perturban la planaridad 
(Dugas y cols., 2000; Arora y cols., 1998; Mathiesen y cols., 1997). Así, el anillo B es 
particularmente sensible a los grupos metoxi. Sin embargo, la O-metilación mejora la 
actividad antioxidante en sistemas microsomales (Cholbi y cols., 1991).  
Influencia de la O-glicosilación: La glicosilación se produce comúnmente en el 
metabolismo de los flavonoides, y aumenta sus propiedades hidrofílicas por adición de 
restos de azúcar en la estructura (Chen y cols., 2003). Algunas experiencias han 
demostrado que la glicosilación limita la actividad antioxidante de flavonoides in vitro y 
esto podría ser causado por el efecto estérico que perturba la planaridad y la 
capacidad de deslocalizar los electrones (Van Acker y cols., 1996). Al igual que con la 
O-metilación el efecto estérico de la 4´-glicosilación ejerce una influencia bloqueando 
el anillo B-catecol ya que el azúcar interfiere en la coplanaridad del anillo B con el 
resto y la habilidad de deslocalizar electrones (Mora y cols., 1990). Aunque los 
glicósidos son antioxidantes más débiles que las agliconas, sin embargo, su 
biodisponibilidad suele ser mayor (Passamonti y cols., 2002) siendo este hecho 
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favorable para los efectos sobre la salud. El tipo de de azúcar así como la posición 
respecto a grupos metoxilo influyen en la capacidad antioxidante. Para las flavanonas 
glicosiladas con un rutinósido (hesperidina vs hesperitin) son insignificantes las 
diferencias en su capacidad antioxidante.  
La naringina, principal flavanona del pomelo tiene algunos de estos componentes 
estructurales que contribuyen a sus propiedades antioxidantes. Posee un grupo 
carbonilo en C-4 del anillo C, y grupos hidroxilo en C-5 del anillo A y en C-4 del anillo 
B. La presencia de un grupo carbonilo en C-4 y grupos hidroxilo en C-3 o C-5 en los 
flavonoides hace que formen quelatos con los iones de hierro y esta capacidad para 
secuestrar iones metálicos pueden contribuir a su capacidad antilipoperoxidativa, 
impidiendo la formación de radicales libres (Rajadurai y cols., 2006).  
Todos los flavonoides de los cítricos poseen actividad antioxidante en medios 
hidrofílicos sin embargo, en medios lipofílicos flavanonas como la neohesperidina y 
hesperidina muestran una capacidad antioxidante reducida mientras que otras como la 
naringina, narirutina y naringenina se comportan como prooxidantes (Finotti y Di Majo, 
2003). 
Además de la estructura de los compuestos, hay que tener en cuenta que el 
contenido de vitaminas, carotenoides y polifenoles se puede ver modificado durante 
los procesos de almacenamiento y de procesado, lo cual puede afectar a su capacidad 
antioxidante. Comparando la elaboración de los zumos de forma manual e industrial, 
diferentes autores observaron que las composiciones de los zumos industriales se 
vieron enriquecidos en flavonoides como resultado de las técnicas aplicadas debido a 
la liberación de componentes del albedo y del flavedo (por ejemplo polimetoxiflavonas 
principalmente presentes en las cáscaras de fruta) (Gattuso y cols., 2007; Aturki y 
cols., 2004; Desiderio y cols., 2005; Leuzzi y cols., 2000). Estudios sobre el efecto de 
la radiación, muestran un aumento en el contenido en flavonoides, en concreto en 
naringina y narirutina, mientras que el contenido en d-limoneno se veía reducido 
(Vanamala y cols., 2005).  
La pasteurización de los zumos de cítricos es un proceso necesario para destruir 
los microorganismos y reducir la actividad enzimática de la pectina metilesterasa 
(PME) para evitar la pérdida de la turbidez, porque esta enzima cataliza la degradación 
de la pectina y resta calidad al zumo. Sin embargo, la pasteurización puede producir la 
degradación térmica de distintos compuestos, disminuyendo por lo tanto la capacidad 
antioxidante de los zumos. Es sabido que como resultado del tratamiento térmico se 
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produce una disminución en el contenido de ácido ascórbico (Igual y cols., 2010; 
Sánchez-Moreno y cols., 2005). En relación a los polifenoles, distintos autores 
observan incrementos en algún tipo de compuesto fenólico como resultado del 
tratamiento térmico (Xu y cols., 2008; Lo Scalzo y cols., 2004) o incluso la aparición de 
nuevos compuestos con actividad antioxidante resultado de las reacciones de Maillard 
(Sun y cols., 2007).  
 
2.2.4. EFECTOS SALUDABLES DEL POMELO  
Los zumos de pomelo, se caracterizan por sus propiedades antioxidantes, 
antimutagénica, antiínflamatorias, antiproliferativas (Hsia y cols., 2008; Ribeiro y cols., 
2008; Yu y cols., 2005; Chen y cols., 2003) y algunos estudios sugieren su uso como 
agente quimioprotector (Jagetia, y cols., 2007). Estas propiedades se deben 
principalmente a su capacidad antioxidante y estabilizadora de radicales libres a la 
cual contribuye de forma significativa la naringina (flavanona mayoritaria) y naringenina 
(su aglicona) con actividades incluso superiores a las encontradas en otros zumos de 
cítricos (Franke y cols., 2004; Lichtenthäler, 2005).  
Entre sus efectos saludables se ha observado que tienen capacidad para inhibir la 
oxidación de las lipoproteínas de baja densidad (LDL), las cuales están implicadas en 
la patogénesis de las enfermedades coronarias (Mink y cols., 2007; Gorinstein y cols., 
2006), inhibiendo la agregación plaquetaria (Hubbard y cols., 2003) y protegiendo al 
DNA del daño oxidativo (Kanno y cols., 2004). Un estudio realizado en células 
musculares mostraron la capacidad de la naringina presente en el zumo de pomelo 
para inhibir e interrumpir el ciclo celular al inducir la p53 independiente por activación 
de las vías de señalización Ras/Raf/ERK (Lee y cols., 2008). Diferentes estudios 
(Ekambaram y cols., 2008; Jagetia y cols., 2004) han demostrado además la 
capacidad de estos compuestos para reducir la incidencia de la peroxidación lipídica.  
Los componentes del zumo de pomelo también muestran efectos beneficiosos en la 
respuesta inmunitaria y en la regulación del proceso inflamatorio, al ser capaces de 
inhibir las enzimas implicadas en dichos procesos (proteína quinasa C, la 
fosfodiesterasa, fosfolipasa, lipoxigenasa, y la ciclooxigenasa). De hecho, los 
flavonoides de cítricos son capaces de inhibir las quinasas y fosfodiesterasas 
esenciales para la transducción y la activación de señales celulares. También afectan 
a la activación de un número de células que participan en la respuesta inmune, como 
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los linfocitos  T y los linfocitos B (Du y cols., 2009; Manthey y cols., 2001). Estudios in 
vitro mostrarón que la naringina y naringenina puede influir en el proceso inflamatorio a 
través de sus efectos en la expresión y actividad de la óxido nítrico sintetasa inducible 
(iNOS) y la ciclooxigenasa-2 (COX-2) (Vafeiadon y cols., 2009; Hämäläinen y cols., 
2007; Vanamala y cols., 2006). 
El efecto hipocolesterolémico de la dieta con zumos de pomelo también es 
conocido, actuando a través de la disminución de los niveles de colesterol, 
triacilglicéridos y de los niveles de LDL-colesterol en pacientes hiperlipidémicos 
(Gorinstein y cols., 2006). Otros estudios señalan la capacidad de la naringenina para 
inhibir la actividad de la 3-hidroxi-3-metilglutaril–coenzima A (CoA) reductasa y acil-
CoA: colesterol aciltransferasa (Nahmias y cols., 2008).  
Diferentes estudios relacionan un efecto preventivo de los cítricos en el inicio y 
desarrollo de diversos tipos de cáncer, y que sus compuestos bioactivos ejercen estos 
efectos mediante diferentes mecanismos de acción (Manthey y cols., 2001). Así la 
naringina, principal flavanona del pomelo, muestra un efecto protector frente al daño a 
ácidos nucleicos al inhibir su oxidación (Jagetia y cols., 2004; Russo, 2000). Otro 
mecanismo de acción de los compuestos bioactivos del pomelo es modulando las vías 
de señalización celular, en particular regulando proteínas implicadas en los procesos 
carcinogénicos, p53, Bcl y caspasa (Jin y cols., 2009; Lee y cols., 2008; Park y cols., 
2008). Los flavonoides de los cítricos, además, pueden potenciar los efectos de los 
citostáticos empleados contra el cáncer. Estudios recientes (Ali y cols., 2009; Zhang y 
cols., 2009) muestran la capacidad de la naringina y naringenina para incrementar la 
sensibilidad de las células tumorales a determinados citostáticos como la doxorubicina 
a través de la modulación de la expresión y función de la p-glicoproteína y de las vías 
de detoxificación del fármaco.  
Sin embargo, se ha demostrado que el zumo de pomelo, a diferencia de otros 
zumos cítricos, interactúa con algunos medicamentos. Su consumo con algunos 
medicamentos, como felodipina, nicardipina, halofantrina, tacrolimus y 
dextrometorfano, se ha asociado con un aumento de la frecuencia de efectos adversos 
(Liu y cols., 2009; Strauch y cols., 2009; Bailey y cols., 2004). El principal mecanismo 
de la interacción entre el pomelo y los medicamentos es debido a la inhibición del 
citocromo P-450 3A4 (CYP450 3A4) al metabolizar el fármaco en el intestino delgado, 
lo que resulta en una reducción significativa del metabolismo presistémico de los 
fármacos (Bailey y cols., 1998). 
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2.2.5. DESAMARGADO DE ZUMO DE POMELO 
2.2.5.1. Procesado de zumos cítricos 
El creciente interés de la industria alimentaria por los zumos cítricos, y en concreto 
por el zumo de pomelo, se debe a sus componentes bioactivos, y los cambios que en 
los mismos pueden tener lugar durante el procesado. Por tanto, en las industrias 
procesadoras de cítricos mantener las propiedades antioxidantes y la calidad del zumo 
depende en gran medida del conocimiento de las estructuras, composición, variedad, 
madurez y condición del fruto (Figura 2.19) junto con el método de extracción, 
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El Boletín Oficial del Estado (BOE del 20-11-91) define el zumo o jugo de fruta 
como “el obtenido a partir de frutas por procedimientos mecánicos, susceptibles de 
fermentación pero sin fermentar, que posea el color, el aroma y el sabor característico 
de los zumos de frutas de las que proviene”. Asimismo, “por zumo de frutas, o jugo se 
entenderá igualmente el producto obtenido a partir de zumos de frutas concentrados, 
restituyendo la proporción de agua extraída al zumo en el proceso de concentración 
y/o el aroma por medio de sustancias aromatizantes recuperadas al concentrar el 
zumo de fruta”. Esta definición general del zumo ha permitido el desarrollo de varios 
métodos de procesado de los cítricos tomando en cuenta el criterio de calidad del 
consumidor que percibe que un buen zumo de naranja posee un atractivo aroma, 
sabor, color, una turbidez (nube) estable y una acidez, viscosidad, grado de amargor y 
dulzor determinado (Cook, 1983). 
La elaboración industrial del zumo de cítricos (Figura 2.20) se inicia con el lavado y 
clasificación de la fruta (operación que permite eliminar las impurezas que llegan con 
los frutos del campo), procediéndose a continuación a la extracción del zumo con una 
prensa, a la separación posterior de los residuos sólidos homogeneizando la 
concentración de pulpa, eliminando los aceites y ceras y filtrando posteriormente para 
homogenizar el zumo. Por último, se pasteuriza y se almacena a baja temperatura. En 
algunos casos la pulpa puede ser separada por completo, añadida posteriormente y 
homogenizada o puede ser utilizada como base para purés de cítricos. Además, en 
otros flujos después de la extracción, se somete el zumo a una evaporación para la 
recuperación de aromas y en otros casos después de la pasteurización se concentra 
para obtener zumo concentrado que sirve de base para la reconstitución del zumo 
natural o para la elaboración de bebidas cítricas (Cook, 1983; Rothschild y Karsenty, 
1974). 
Por otra parte, la pasteurización juega un papel importante en la obtención del 
zumo de cítricos, porque permite mantener estable la turbidez (nube) propia del zumo 
ya que evita que la enzima pectina esterasa hidrolice la pectina, produciendo ácido 
poligalacturónico que combinado con el calcio del medio precipitan y produce una 
separación de fases en el zumo (Körner y cols., 1980; Navarro y cols., 1979; 





















Figura 2.20. Esquema del proceso de elaboración de zumo. 
 
Las flavanonas naringina y la hesperidina han sido reconocidas como responsables 
de la calidad y de los efectos saludables del zumo fresco, sin embargo, la naringina 
también puede ocasionar problemas de sabor, siendo la principal responsable del 
sabor amargo de los zumos, lo que hace necesario un tratamiento de desamargado. 
Por otro lado, las técnicas de procesado y elaboración de zumos modifican la 
composición fenólica del zumo mientras que las técnicas de concentración, no parecen 
afectar a los principales compuestos bioactivos de los cítricos (Vanamala y cols., 
2006). Entre los métodos de procesado, la eliminación del amargor puede afectar tanto 
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a las propiedades sensoriales como a los efectos saludables al modificar factores 
como su capacidad antioxidante (Puri y cols., 2000). 
 
2.2.5.2. Fundamento del sabor amargo del pomelo 
El zumo de pomelo posee un sabor único debido a la combinación de sabores 
agridulce y ligeramente amargo con un aroma característico que diferencia a esta fruta 
de otros cítricos. Una menor relación Brix / ácido, especialmente en la temporada 
temprana, está relacionada con una mayor ácidez y disminución de la aceptabilidad 
por el consumidor (Rouseff y cols., 2009). Sin embargo, esta relación parece tener 
poca importancia en la calidad total del sabor del zumo de pomelo (Fellers y cols., 
1991) aunque parece ser importante para su aceptación por el consumidor.  
Se han realizado numerosos estudios para aislar, identificar y cuantificar los 
principios amargos del zumo de pomelo. La naringina, una flavanona 
neohesperidosido, y limonoides como limonina y nomilina son los responsables del 
sabor amargo en el zumo de pomelo y, por lo tanto, tienen un impacto negativo en la 
industria de los cítricos. Desde un punto de vista estricto, la naringina no es un 
constituyente indeseable del zumo pero a altas concentraciones el amargor es tan 
intenso que conduce a una pérdida de la calidad del producto. Buffa y Bellenot (1962) 
recomendaron contenidos de naringina entre 300 y 700 ppm para un zumo de pomelo 
de buena calidad mientras que Lime (1977) señaló un máximo de 600 ppm. Estos 
valores están muy relacionados con la relación °Bri x/acidez, pues mientras mayor sea 
esta relación menos importante será el efecto de concentraciones altas de naringina 
(Guadagni y cols., 1974). 
 
2.2.5.3. Técnicas para el desamargado del zumo de pomelo  
Los distintos estudios para reducir el amargor de los cítricos han sido revisados por 
Singh y cols. (2003) y por Puri y cols. (2008). Estos estudios se basan tanto en 
tratamientos precosecha como en procesos para reducir el amargor del zumo, con el 
fin de mejorar el sabor y aumentar el valor comercial del zumo.  
Factores de precosecha, tales como la especie, el uso de fertilizantes (Mansell y 
cols., 1983), portainjertos y otros factores hortícolas, como el tratamiento con etileno 
(Hasegawa y Maier, 1983), son algunos de los métodos empleados para controlar el 
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amargor de los cítricos. El procedimiento más simple para lograr bajos niveles de 
flavonoides en el zumo de cítricos consiste en emplear frutos poco maduros y 
presiones de extracción de zumo reducidas, ya que una presión excesiva libera 
compuestos amargos de la cáscara (Pino, 1997). Así, Attaway (1977) encontró valores 
medios de naringina de 546 ppm para extracciones fuertes de zumo de pomelo. Esta 
diferencia se hace más drástica si se procesa fruta menos madura, pues con la 
extracción ligera se logra un zumo con 577 ppm de naringina frente a 898 ppm con 
extracción fuerte. Evidentemente disminuir la presión de extracción conduce a mayor 
calidad del producto, pero, como es lógico, reduce el rendimiento del zumo (Pino, 
1997). 
Se han planteado infinidad de soluciones para disminuir el amargor basadas en las 
propiedades de los flavonoides. De manera general, estas soluciones pueden 
clasificarse en métodos químicos, físicos o enzimáticos. 
Los métodos químicos incluyen la regulación del pH, la adición de azúcares para 
elevar la relación °Brix/acidez (Guadagni y cols., 1974). Otros métodos hidrolizan la 
naringina mediante ácidos. Sin embargo, estos procedimientos suelen generar 
problemas de contaminación o generación de productos secundarios no deseados 
(Ellenrieder y cols., 1998; Puri, 2000). 
Los métodos físicos son los más empleados en el ámbito industrial, como el uso 
de técnicas de dióxido de carbono supercrítico (Miyake y cols., 2000), ultrafiltración 
(Tallarico y cols., 1998; Hernández y cols., 1992), diafiltración (Liotus y Chu, 2000), 
extracción por solvente y adsorción (Singh y cols., 2006; Ribeiro y cols., 2002; Shaw y 
cols., 2000). Este último proceso se basa en la capacidad de adsorción específica de 
la naringina a polímeros sintéticos de diversa naturaleza, tales como poliamidas 
(Griffiths, 1969), acetato de celulosa, tierra de diatomeas, resinas de intercambio 
iónico, polímeros porosos del tipo Amberlite XAD-4, Amberlite XAD-16, Amberlite IR-
400, Amberlite IR-120, NPA-1 o Duolite S-861 (Singh y cols., 2008; Lee y Kim, 2003; 
Mishra y Kar, 2003; Ribeiro y cols., 2002) , siendo especialmente eficaces las resinas 
S861 y amberlite XAD-7 (Ribeiro y cols., 2002; Johnson y Chandler, 1982, 1985, 
1988). Por otra parte, se ha planteado el uso de β-ciclodextrinas, habiéndose 
determinado que la adición de 0,2 a 0,5% de esta sustancia al jugo de pomelo reduce 
aproximadamente un 50% del amargor del producto (Konno y cols., 1982). De manera 




Aunque se han empleado muchos métodos diferentes desde la decada de los 70, la 
tecnología actual emplea convencionalmente procesos de adsorción en acetato de 
celulosa, resinas macroporosas o resinas de estireno-divinilbenceno. 
Sin embargo, aunque son técnicas de gran aceptación por la industria alimentaria 
tienen una serie de limitaciones intrínsecas: (i) se requiere el uso de equipos costosos 
debido a que el zumo necesita estar libre de aceites, ceras, pulpa y posteriormente 
debe mezclarse con zumo clarificado para recuperar sus cualidades antes de ser 
bombeado a través de la columna de resina, (ii) las columnas de adsorción suelen ser 
regeneradas con soluciones alcalinas diluidas y esto puede afectar a las propiedades 
organolépticas y a la calidad final de zumo; (iii) los adsorbentes pueden alterar la 
composición del zumo por reacciones químicas directas con alguno de los compuestos 
presentes en el zumo o por la eliminación de nutrientes, aromas, color, etc; (iv) los 
métodos son inespecíficos, no solo se adhieren compuestos amargos sino también 
otros componentes que suponen un detrimento de la calidad del zumo. Por otro lado, 
la eliminación de estos flavonoides y otros compuestos (carotenoides, vitamina C) 
supone una pérdida de las propiedades beneficiosas para la salud que aportan los 
zumos de cítricos.  
Por todo ello, la busqueda de nuevas tecnologías como la tecnología enzimática 
que causen el mínimo daño a las características nutricionales y a los efectos 
beneficiosos para la salud de las frutas cítricas puede ser considerado como una 
interesante alternativa a los procesos convencionales por adsorción física. El empleo 
de naringinasa para reducir el sabor amargo ha sido estudiado por distintos autores 
(Sekeroglu y cols., 2006; Puri y cols., 2005a), su principal aplicación en la industria 
alimentaria se centra en la estabilización del sabor, en el aumento de la vida media 
comercial y en el rendimiento final de zumo en frutas cítricas. 
La naringinasa, es un complejo enzimático formado por la α-ramnosidasa (CE 
3.2.1.40) responsable de la hidrólisis de naringina (flavanona amarga y principal 
componente del zumo de pomelo) a prunina (4,5,7-trihidroxi flavovone-7-glucósido) y 
ramnosa, y por la β-glucosidasa (CE 3.2.1.21) que hidroliza la prunina en naringenina 
(4',5,7-trihidroxiflavanona) y glucosa (Figura 2.21). La prunina, es un 33% menos 
amarga que la naringina, y la naringenina es insípida (Puri y cols., 1996). Debido a la 
especificidad por el sustrato, el tratamiento enzimático parece causar mínimos 












Figura 2.21. Mecanismo de acción de la naringinasa (Puri y cols., 2008) 
La α-ramnosidasa (EC 3.2.1.40) escinde las moléculas α-l-ramnosas terminales de 
polisacáridos y glucósidos (Yanai y Sato, 2000), catalizando el desdoblamiento de la 
naringina en ramnosa y prunina (naringenina 7-O-glucósido). La prunina es un tercio 
menos amarga que la naringina, influyendo de manera notable en el sabor final del 
zumo (Puri y cols., 2000). Algunas de sus aplicaciones son el desamargado y la 
clarificación de los zumos de frutas (Soria y Ellenrieder, 2002; Chien y cols., 2001; 
Yadav y Yadav, 2000) y la aromatización de los vinos (Rajal y cols., 2009; Gallego y 
cols., 2001). 
Las propiedades de la α-ramnosidasa difieren dependiendo del microorganismo 
empleado en su producción. Así, por ejemplo, la actividad α-ramnosidasa de 
Penicilium sp. y Aspergillus niger se inhibe frente a glucosa, fructosa y ramnosa, 
siendo esta última uno de los inhibidores más potentes (Martearena y cols., 2008). Sin 
embargo, la inhibición de la α-ramnosidasa de Penicillium sp. con glucosa, fructosa y 
ramnosa era competitiva mientras que en A. niger estos azúcares generan una 
inhibición no competitiva (Tsen y Tsai, 1988). Por otro lado, actúa en un amplio rango 
de acción de pH entre 3 y 7 y la temperatura óptima está entre 37 y 57°C (Puri y cols., 
2000).   
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La β-glucosidasa (EC 3.2.1.21) es una enzima de amplia distribución en la 
naturaleza ya que la sintetizan bacterias, levaduras, hongos filamentosos y plantas. En 
zumo de cítricos desdobla la prunina en glucosa y naringenina (4’,5,7-
trihidroxiflavanona-7-glucósido), compuesto no amargo. Además, muestra ser activa 
frente a disacáridos como celobiosa, gentibiosa, soforosa y hesperitina-7-glucósido, 
salicina, mandelonitrilo-β-D-glucósido y sinigrina (Puri y cols., 2000; Cameron y cols., 
2001; Han y cols., 2008) y participa en la degradación de antocianinas durante la 
etapa final de maduración de la fruta (Barbagallo y cols., 2007). Se ha detectado su 
presencia en el suelo y es de gran importancia en la descomposición de residuos de 
plantas (Sarathchandra y Perrot, 1984; Busto y Pérez-Mateos, 2000) y de frutos así 
como en la descomposición de los residuos de la cascara de pomelo que luego 
pueden ser utilizados por los microorganismos para producir etanol y otros productos 
de fermentación (Wilkins y cols., 2007).  
La temperatura óptima de la mayoría de las β-glucosidasas está entre 40 y 65°C 
(Montero y Romeu, 1992; Puri y cols., 2000; Cameron y cols., 2001) y su punto óptimo 
de pH varía entre 4 y 6 (Puri y cols., 2000), ó 3,5 y 5,5 en algunos cítricos (Cameron y 
cols., 2001). 
Las características de la naringinasa, por tanto, varían dependiendo del origen 
microbiano, de los nutrientes y compuestos empleados como inductores de su 
biosíntesis y de las condiciones externas de pH y temperatura que se utilizan para su 
producción. Verstegg y cols. (1977) señalan que las preparaciones enzimáticas de 
cada microorganismo son diferentes ya que una preparación enzimática puede 
contener más actividad β-glucosidasa o más actividad α-ramnosidasa.  
El interés biotecnológico de la naringinasa reside, principalmente en la aplicación 
para el desamargado de zumos cítricos (Prakash y cols., 2002; Puri y cols., 2000). No 
obstante, tiene importancia en otros procesos industriales como la obtención de 
prunina (Ellenrieder y cols., 1998), ramnosa (Hagedorn y Kaphammer, 1994), 
antibióticos (Puri y cols., 2000), envases inteligentes (Del Nobile y cols., 2003; Soares 
y Hotchkiss, 1998), incremento del aroma de vinos (Gallego y cols., 2001; Caldini y 
cols., 1994) y transformación de esteroides (Thirkette, 2000), que hace todavía más 
interesante cualquier estudio relacionado con su producción y estabilización.  
A pesar de las muchas características atractivas, el proceso de desamargado 
enzimático de zumo de cítricos está limitado en la actualidad debido a distintos 
factores como el precio para la adquisición de las enzimas para el procesamiento de 
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grandes volúmenes de zumo, la elevada disponibilidad de resinas de intercambio 
iónico neutras para reducir el amargor y la desacidificación del zumo de pomelo, 
además el contenido de limonina no se modifica por el tratamiento con naringinasa y 
por último la incapacidad de la naringinasa para hidrolizar completamente la naringina. 
2.2.6. INMOVILIZACIÓN DE ENZIMAS PARA EL DESAMARGADO DEL ZUMO DE 
POMELO 
En los últimos años, la biotecnología ha experimentado un gran desarrollo y, 
paralelamente sus aplicaciones industriales en la obtención de productos químicos.  
Los procesos catalizados por enzimas en la industria son cada día más numerosos, su 
aplicación ha ido extendiéndose gradualmente a una gran variedad de campos, tales 
como la industria alimentaria, la biología molecular, la síntesis orgánica, los análisis 
clínicos, la industria farmacéutica, los detergentes, la producción de alimentos, la 
industria textil, las fermentaciones, etc.  
El uso de enzimas presentan una serie de ventajas frente a los catalizadores 
convencionales no biológicos, poseen gran actividad catalítica, gran especificidad de 
sustrato y son muy activos a temperatura ambiente y presión atmosférica. A pesar de 
estas claras ventajas, el empleo de enzimas no se ha generalizado en los procesos 
químicos industriales debido a que la mayoría de las enzimas no son estables en las 
condiciones de trabajo y su solubilidad en agua dificulta la separación entre los 
sustratos y productos, y por tanto, no se pueden reutilizar. Para superar estos 
inconvenientes y conseguir catalizadores con actividad, estabilidad y especificidad 
elevadas, se han orientado las investigaciones hacia dos líneas principales: (i) la 
síntesis de polímeros bioquímicos que posean una actividad similar a las enzimas y (ii) 
la modificación de las enzimas mediante procesos de inmovilización. Esta última línea 
es la que se utiliza en el presente trabajo de investigación con el fin de reducir el 
amargor en el zumo de pomelo. 
La inmovilización de enzimas o células es una de las herramientas de la 
biotecnología más eficaces para facilitar los procesados industriales, generar una 
tecnología limpia e incrementar la mayor especificidad analítica derivada del uso de 
biocatalizadores. La inmovilización es importante para mantener constante las 
condiciones ambientales a fin de proteger a la enzima contra los cambios del pH, la 
temperatura y la fuerza iónica. La estabilidad operacional y de almacenamiento de las 
enzimas inmovilizadas sin una perdida apreciable de actividad enzimática son 
importantes para la viabilidad económica de los procesos biotecnológicos (Luckarift, 
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2004). Por otra parte, el uso de enzimas en muchos procesos industriales no resulta 
aún económicamente rentable. 
Una de las definiciones clásicas de enzimas inmovilizadas es la acordada en 1971 
en la primera Conferencia de Tecnología Enzimática celebrada en Henniker (New 
Hampshire, USA), como “enzimas que están físicamente confinadas o localizadas en 
un espacio definido con retención de sus actividades catalíticas, y que pueden ser 
usadas repetida y continuamente” (Chibata, 1978).  
La inmovilización tiene muchas ventajas a gran escala (Swaisgood, 2003; 2004), 
entre ellas, podemos destacar que incrementa la estabilidad de la enzima, aumenta la 
recuperación y purificación de los productos, pueden llevarse a cabo varias reacciones 
simultáneas en reactores multienzimáticos, admite el procesado en continuo, facilita la 
conclusión rápida de las reacciones al separar la fase móvil de la enzima inmovilizada 
y el bajo coste. Sin embargo, también presenta algunos inconvenientes como son, la 
alteración de la conformación de la enzima respecto de su estado nativo, la gran 
heterogeneidad del sistema enzima-soporte donde pueden existir distintas fracciones 
de proteínas inmovilizadas con un diferente número de uniones al soporte, perdida de 
actividad de la enzima durante la inmovilización y en algunos casos el biocatalizador 
es más caro que la enzima nativa. 
En la aplicación de la naringinasa a la industria de cítricos, la inmovilización 
enzimática resulta especialmente interesante para la estabilización del sabor, así como 
para el incremento del rendimiento de los zumos por hidrólisis de compuestos 
amargos, y el mantenimiento de las propiedades beneficiosas para la salud (Ribeiro y 
cols., 2008; Sekeroglu y cols., 2006). 
El uso de enzimas inmovilizadas en la industria alimentaria exige la disponibilidad 
de soportes y procedimientos baratos inmovilización. Esto significa que el soporte 
debe ser fácilmente accesible para los grupos reactivos, de fácil activación, y también 
deben ser totalmente no tóxicos, con una estabilidad adecuada y con un bajo coste. La 
gran heterogeneidad del sistema enzima-soporte (Ribeiro y cols., 2010a; Amaro y 
cols., 2009; Ferreira y cols., 2008; Puri y cols., 2008; Pedro y cols., 2007; Vila Real y 
cols., 2007; Sekeroglu y cols., 2006) hace que muchos estudios se dirijan a buscar y 
optimizar métodos de inmovilización y soportes adecuados para diferentes tipos de 
enzimas. La importancia del soporte y del método de inmovilización, determinan el 




2.2.6.1. Métodos de inmovilización 
Los métodos de inmovilización de enzimas se han clasificado de múltiples formas. 
Una de ellas tiene en cuenta el tipo de relación que se establece entre la enzima y el 
soporte.  
En cualquier caso, las principales técnicas de inmovilización de enzimas pueden 
agruparse en tres categorías básicas: 
• Unión a soportes 
• Entrecruzamiento 
• Atrapamiento 
La unión a soportes supone enlazar las enzimas a soportes sólidos insolubles en 
agua. Los soportes pueden ser clasificados en inorgánicos, pueden ser naturales o 
materiales manufacturados y soportes orgánicos que pueden ser polímeros naturales 
(polisacáridos y proteínas fibrosas) o polímeros sintéticos (poliolefinas, polímeros 
acrílicos u otros). Dependiendo del tipo de unión de la enzima al soporte se puede 
establecer una unión por adsorción física, iónica, enlace covalente o quelación (unión 
metálica). Los más utilizados industrialmente son los métodos de inmovilización por 
adsorción física y por enlace covalente (Kennedy y Cabral, 1983). 
La inmovilización por adsorción física es más común que la inmovilización química 
ya que la enzima puede ser eliminada de la matriz y reutilizada, además este 
procedimiento de inmovilización implica menos pasos que la inmovilización covalente 
(Swaisgood, 2003). Es un método simple que se basa en la adsorción de las 
moléculas de enzima sobre la superficie de una matriz porosa, poniendo en contacto 
una solución de la enzima con el soporte. Para ello, pueden utilizarse diversos 
procedimientos tales como la inmovilización estática, la electrodeposición, la 
inmovilización en reactor o la adsorción en baño con agitación. Los soportes 
empleados son del tipo de bentonita, alúmina, carbonato cálcico, carbón, silica gel, 
vidrio poroso, almidón, gluten, colágeno, celulosa, alginato, etc. (Woodward, 1985). 
Una variante dentro de la técnica de adsorción es el empleo de resinas de intercambio 
iónico, las cuales contienen grupos funcionales y contraiones móviles. Estos 
contraiones se pueden intercambiar reversiblemente por otros iones de la misma 
carga, sin que se produzcan cambios en la matriz insoluble. Las ventajas de este 
método son el mantenimiento de tasas de bioconversión óptima, y la posibilidad de 
regular el intercambio entre la proteína y la matriz, mediante variaciones del pH. 
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Además, la reversibilidad del enlace es una valiosa ventaja en los procesos donde las 
enzimas tienen que ser aisladas y purificadas a partir de mezclas complejas. Entre los 
soportes, los de sílice con modificaciones químicas superficiales son probablemente 
los más ampliamente utilizados para la adsorción de la enzima. 
La inmovilización por enlace covalente implica la unión de grupos funcionales no 
esenciales de la enzima con el soporte. Las crecientes necesidades de la industria 
están expandiendo el número de tecnologías desarrolladas para la unión covalente de 
los componentes activos, como ha sido revisado por Goddard y Hotchkiss (2007). 
Como la superficie de la mayoría de los polímeros en contacto con los alimentos 
utilizados en la actualidad es inerte, su funcionalización se convierte en necesaria en 
la mayoría de los casos. En la unión, el sitio activo debe ser protegido, lo que 
normalmente se hace mediante la fijación de una molécula de sustrato o un inhibidor 
competitivo. 
Las reacciones entre distintos soportes y grupos reactivos de la enzima incluyen 
diazotación, formación de enlaces amida, alquilación, arilación, formación de bases de 
Schiff, amidinación, intercambio tiol-disulfuro, o acoplamiento inducido mediante 
radiación gamma, entre otros. La agarosa, dextranos, celulosa, polímeros sintéticos, 
vidrio y bentonita se han utilizado como soportes para la unión covalente, normalmente 
tras un proceso de activación (Adlercreutz, 1993). 
El entrecruzamiento (“cross-linking”) se basa en la insolubilización de la enzima 
mediante el establecimiento de enlaces entre múltiples moléculas de enzima a través 
de puentes formados por reactivos bifuncionales o multifuncionales. El co-reticulado, 
permite eliminar las pérdidas de actividad enzimática debidas a los efectos 
difusionales, mediante el entrecruzamiento de las enzimas con una proteína sin 
actividad enzimática y rica en residuos de lisina. Un procedimiento mixto de 
inmovilización, muy común, consiste en inmovilizar la enzima por adsorción sobre una 
resina de intercambio iónico o un soporte polimérico (con lo que se consigue una 
elevada carga enzimática) y posteriormente añadir el reactivo bifuncional. Constituye 
una prolongación de las técnicas de unión covalente presentando sus mismas ventajas 
e inconvenientes (Trevan, 1990). El glutaraldehído es el reactivo más empleado para 
formar el entrecruzamiento y, una vez establecido, es irreversible porque forma 
enlaces estables frente a cambios de pH y temperatura. 
El atrapamiento consiste en la retención física de la enzima en el interior de una 
matriz sólida porosa constituida generalmente por prepolímeros fotoentrucruzables o 
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polímeros del tipo poliacrilamida, colágeno, alginato, carraginato o resinas de 
poliuretano. El proceso de inmovilización se lleva a cabo mediante la suspensión de la 
enzima en una solución del monómero. Seguidamente se inicia la polimerización por 
un cambio de temperatura o mediante la adición de un reactivo químico. El 
atrapamiento puede ser en el interior de una membrana o microcápsula de fibra 
o geles, de forma tal que se evite la liberación de la enzima sin impedir la entrada del 
sustrato. Es un procedimiento experimentalmente sencillo, requiere poca cantidad de 
enzima para obtener derivados activos, y la enzima no sufre ninguna alteración en su 
estructura. El atrapamiento requiere un control riguroso de las condiciones de 
polimerización, así como la comprobación de que la naturaleza química del proceso no 
altera los grupos reactivos de la proteína (Arroyo, 1999).  
En la inmovilización por membrana la enzima queda físicamente retenida en una 
membrana semipermeable selectiva que permite el paso de los productos de reacción. 
La enzima puede estar en forma soluble o insoluble sobre la superficie de la 
membrana. Si la enzima se encuentra en forma soluble, la inmovilización debe 
conseguir su confinamiento por exclusión molecular (López-Ulibarri y Hall, 1997; 
Alkorta y cols., 1995) o repulsión electrostática (Röthing y cols., 1990; Kulbe y cols., 
1984). La retención de la enzima insolubilizada puede ser directa o a través de un 
enlace químico por adsorción o atracción electrostática. Las membranas de 
ultrafiltración, debido a su naturaleza y sus límites de exclusión molecular (1-100 µm o 
500-100.000 NMWCO), suelen ser adecuadas para la retención de la mayoría de las 
enzimas (10-100 kDa) (Cheryan, 1986).  
En la microencapsulación se atrapa a las enzimas en membranas poliméricas 
semipermeables esféricas con diámetros entre 1 y 100 µm. Se puede regular el 
tamaño de las microcápsulas modificando las condiciones utilizadas durante la 
emulsión. Entre los polímeros utilizados se incluyen poliamidas, poliuretanos y 
poliésteres (Adlercreutz, 1993). Estas membranas semipermeables pueden ser 
permanentes (originadas por polimerización interfacial) o no permanentes (generadas 
por surfactantes también llamadas “micelas reversas”). Mediante este método se 
pueden encapsular simultáneamente gran variedad de enzimas, células o 
biomoléculas, permitiendo que se lleven a cabo determinadas reacciones que suceden 
en multiples pasos (Klei y cols., 1985). 
El atrapamiento en fibras consiste en inmovilizar enzimas en las microcavidades 
de fibras sintéticas. Para ello se disuelve el polímero formador de fibra en un 
disolvente orgánico inmiscible en agua para formar una emulsión con la solución 
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acuosa de la enzima. Esta emulsión se estrusiona en un líquido de coagulación 
(tolueno o éter de petróleo), con lo que precipita el polímero en forma de filamentos 
con microgotas de la enzima atrapada en las microcavidades del polímero (Dinelli y 
cols., 1978). 
El atrapamiento en geles es una de las técnicas más empleadas en la 
inmovilización de enzimas. Por ser el método de inmovilización empleado en este 
trabajo, se trata con mayor detalle en el próximo apartado.  
En relación a la naringinasa, se han descrito distintos soportes y métodos de 
inmovilización (Tabla 2.3) con resultados alentadores. Por ejemplo, la naringinasa ha 
sido inmovilizada en distintos soportes insolubles, como fibra hueca, perlas de vidrio 
poroso, DEAE-Sephadex A-25, celulosa DEAE, celulosa aminohexil tanino, 
copolímeros de estireno y anhídrido maleico. Sin embargo, entre los inconvenientes de 
estos procesos destacamos la estabilidad de la enzima y el alto coste de la mayoría de 
los soportes para aplicaciones industriales (Tsen, 1984).  




XAD-16N y XAD-1600 Amaro y cols. (2009) 
Polivinilalcohol Busto y cols. (2007) 
Alginato Norouzian y cols. (1999); Puri y cols. (1996) 
Cascara de huevo Norouzian y cols. (1999) 
Gelatina Norouzian y cols. (1999) 
Películas de acetato de celulosa Soares y Hotchkiss (1998) 
Carragenato Puri y cols. (1996) 
Poliacrilamida  Puri y cols. (1996) 
Fibra de seda de Bómbix mori  Ellenrieder y Daz (1996) 
Fibra de triacetato de celulosa Tsen y Yu (1991) 
Quitina del caparazón del cangrejo  Tsen y Tsai (1988) 
Queratina de cuerno de bovino Manjón y cols.(1985) 
Fibra de madera Gray y Olson (1981) 
Vidrio poroso Park y Chang 1979) 
DEAE-Sephadex A-25  Ono y cols. (1977) 
 
La naringinasa producida por Penicillium decombens ha sido inmovilizada en perlas 
de alginato, cascara de huevo utilizando glutaraldehido como agente de 
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entrecruzamiento, gelatina y mediante uniones covalentes a las semillas de Ocimum 
basilicum a traves de etilendiamina (Norouzian y cols., 1999). De los tres métodos la 
unión covalente fue el más efectivo, reteniendo el 57% de la actividad enzimática total. 
Puri y Marwaha (1996) mostraron que la eficiencia de la inmovilización de naringinasa 
de Penicillium sp. en alginato de calcio, alrededor de un 85% y 140% al inmovilizar la 
enzima por unión covalente en cascara de huevo mediante entrecruzamiento con 
glutaraldehído al 1% (Puri y cols., 2001). El uso de soportes de inmovilización 
naturales como la madera también han sido estudiados, se ha utilizado la unión 
covalente de naringinasa mediante glutaraldehido a la madera para desamargado de 
zumo de mandarina (Puri y cols., 2005). Con este tratamiento, fue observado el 71% 
de la enzima inmovilizada con un 1% de glutaraldehido y se lograba una eficiencia de 
inmovilización del 120%. Sin embargo, los autores señalaron que la alta concentración 
de reactivo bifuncional inhibe y reduce  la actividad de la naringinasa, incrementando 
el coste del proceso de inmovilización y aparentemente también se plantean algunos 
efectos tóxicos. Recientemente Amaro y cols. (2009), realizan un estudio de los 
parámetros cinéticos para optimizar la inmovilización de la naringinasa en 
microestructuras poliméricas no ionicas como XAD-16N y XAD-1600, activadas con 
glutaraldehído. Los resultados muestran una eficiencia de carga del 80% a una 
temperatura óptima de 308K y fue reutilizada durante 5 ciclos. 
En otro sistema, la hidrólisis de naringina se logró mediante naringinasa 
inmovilizada en k-carragenato en función de la temperatura (9-51ºC) y de la 
concentración de naringinasa (0,29-1,7g L-1) en el zumo de pomelo. Se obtuvo la 
hidrólisis del 95% de la naringina con concentraciones de naringinasa superiores a 800 
mg L-1 y temperaturas superiores a 30°C (Ribeiro y cols.,  2008). Más recientemente, 
estos autores estudian el efecto conjugado de la presión y la temperatura en la 
hidrólisis enzimática del zumo de pomelo con el fin de reducir el amargor de estos 
zumos (Ribeiro y cols., 2010b). Los resultados muestran la hidrólisis del 81% de la 
naringina usando naringinasa (250mg L-1) inmovilizada en perlas de alginato de calcio 
(2%) a 205 MPa y 52ºC, durante 30 minutos. Estos resultados son prometedores para 
optimizar la hidrólisis enzimática de naringina para una futura aplicación de los 
inmovilizados en la industria del zumo de pomelo. Por otra parte, nada se sabe del 
efecto de los inmovilizados sobre las propiedades saludables de los zumos cítricos. 
La inmovilización de naringinasa ha hecho posible aplicabilidad de naringinasa en el 
procesamiento de zumos de frutas cítricas, permitiendo una mayor estabilidad durante 
el almacenamiento, un mayor rango de temperatura óptima, mayor facilidad de 
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recuperación en operaciones repetidas, mayor resistencia mecánica a través de las 
uniones covalentes, reciclaje continuo y menor duración de los períodos de 
desamargado.  
 
2.2.6.2. Inmovilización de naringinasa por atrapamiento en criogeles de 
alcohol polivinílico 
En términos generales, los hidrogeles son adecuados para la inmovilización de 
enzimas y células, debido a su biocompatibilidad, bajos coeficientes de fricción y, con 
un alto contenido de agua, proporcionan entornos adecuados para la actividad 
enzimática y las enzimas son generalmente atrapadas entre el polímero (Panesar y 
cols., 2006; Lozinsky y cols., 2003; Navratil y cols., 2002). La polimerización es 
inducida por la incorporación de sustancias químicas (es decir cationes bivalentes para 
polimerizar alginatos), por cambios de temperatura, o por la exposición a la luz. Para 
establecer una red entre las moléculas de la enzima y los polímeros se utilizan 
compuestos como glioxal, glutaraldehído, formaldehído o transglutaminasa.  
Los métodos de inmovilización en geles presentan algunos problemas derivados de 
los soportes. Así por ejemplo, los geles de poliacrilamida son tóxicos, lo que determina 
la exclusión de este tipo de inmovilizados en la industria alimentaria. Además, el 
mantenimiento en los geles de un tamaño medio de poro, que no limite excesivamente 
la difusión de solutos, causa gran variabilidad que puede ocasionar la pérdida de las 
enzimas, especialmente las de bajo peso molecular. Sin embargo, la sencillez y la 
suavidad de la preparación de la enzima permiten maximizar su empleo en diversos 
procesos industriales (Trevan, 1990). 
Un tipo de polímero sintético utilizado como soporte de inmovilización lo constituye 
el alcohol polivinílico (PVA). Es reconocido como un típico polímero cristalino (Hong y 
cols., 2001; Shapiro, 2000) que carece de toxicidad, es muy estable y tiene un tamaño 
de poro fácilmente controlable (Lozinsky y Pliega, 1998; Ariga y cols., 1993). El alcohol 
polivinílico es un polímero sintético descrito por primera vez a comienzos de los años 
70 es de naturaleza hidrófila y en soluciones acuosas concentradas es capaz de 
gelificar formando una red espacial no covalente. Los enlaces se forman entre los 
hidrógenos y los grupos hidroxilo de cadenas vecinas. Estos polímeros contienen 
dominios sindiotácticos (secuencias de 6 a 8 unidades responsables de la formación 
de puentes de hidrógeno) y dominios isotácticos (que participan principalmente en 
interacciones intramoleculares) (Figura 2.22) (Lozinsky y Plieva, 1998). Los geles ricos 
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            Figura 2.22. Estructura sindiotáctica e isotáctica en geles de PVA 
La gelificación del alcohol polivinílico se consigue de tres formas diferentes: por 
radiación ultravioleta con un PVA fotosensible (El-Hadi, 2003), por incorporación de 
sustancias químicas como el ácido bórico o el sulfato de sodio (Nunes y cols., 2009; 
Idris y cols., 2008; Zhang y cols., 2007; Dave y cols., 2006) y por congelación y 
descongelación del polímero (Busto y cols., 2007; Lozinsky y cols., 2003). 
El método de congelación y descongelación es el que presenta mayores ventajas 
porque no utiliza ningún compuesto químico para generar la polimerización. A la matriz 
polimérica se le denomina criogel o hidrogel de PVA. La polimerización del gel se 
puede realizar por un enfriamiento lento con metanol (–15 a –55°C) o por un 
enfriamiento rápido con nitrógeno líquido (Lozinsky y Plieva, 1998; Ariga y cols., 1993).  
Su uso se ha propuesto en diversas actividades biológicas por ser inocuo para el 
organismo humano. Así por ejemplo, puede usarse en medicina como soporte para 
transportar y liberar fármacos y como prótesis de tejidos cartilaginosos; en 
microbiología, para la formulación de medios de cultivo sólidos (Bodugoz-Senturk y 
cols., 2009; Huber y cols., 2009). Sin embargo, la mayoría de publicaciones y patentes 
de aplicación de los criogeles está relacionada con la inmovilización de 
biocatalizadores y de células para diferentes procesos biotecnológicos (Lozinsky y 
Plieva, 1998; Ariga y cols., 1993). Su uso en el procesado de zumos de pomelo fue 






Las principales ventajas del criogel de alcohol polivinílico como matriz de 
inmovilización son las siguientes: a) el método de inmovilización es sencillo y 
relativamente barato; b) presenta una elevada macro y microporosidad que mejora la 
difusión del sustrato y productos; c) sus características reológicas permiten su uso en 
diferentes tipos de biorreactores; d) su termoestabilidad es mayor que otros geles 
comúnmente usados como soportes de inmovilización; e) es altamente resistente a la 
degradación biológica; f) es biológicamente compatible y no es tóxico; g) su estructura 
química puede estabilizar la proteína enzimática; h) su carácter hidrófilo y sus grupos 
hidroxilos superficiales están disponibles para diferentes reacciones químicas; i) puede 
ser reutilizado. 
Físicamente, el criogel es una red tridimensional de cadenas de polímeros 
entrecruzados por asociaciones físicas y químicas de manera que factores tales como 
la concentración inicial del polímero en la solución acuosa, el tipo de solvente usado, 
la temperatura y tiempo de congelación-descongelación, su peso molecular y el 
número de ciclos de congelación-descongelación pueden afectar el comportamiento 
de la gelificación (Hong y cols., 2001; Shapiro, 2000; Lozinsky y Plieva, 1998). 
Por otra parte, el criogel presenta una estructura porosa muy heterogénea, que se 
debe a que el proceso de gelificación se desarrolla en un medio de dos fases. Una 
fase que consiste en policristales de hielo y otra fase líquida. En el sistema, el alcohol 
polivinílico gelifica alrededor de los cristales de hielo que actúan como agentes 
formadores de poros y les confieren una arquitectura variada. Los poros son de 
diferentes dimensiones (de 0,1 a 1,0 µm) y se encuentran interconectados formando 
galerías tridimensionales. Se ha determinado que todos los factores que influyen en la 
variación de la geometría de las partículas de hielo (dinámica de la cristalización, 
fenómenos de recristalización, condiciones del punto de fusión, presencia de solutos, 
entre otros) afectan directamente en las características de porosidad del criogel 
(Lozinsky y Plieva, 1998). 
Se han propuesto tres modelos que inducen la densificación y el entrecruzamiento 
físico en los criogeles de alcohol polivinílico: (i) formación de enlaces por puentes de 
hidrógeno, (ii) formación de pequeños cristales poliméricos y (iii) separación de la fase 
líquido-líquido (Shapiro, 2000). 
En el tratamiento criogénico de soluciones acuosas de PVA, inicialmente se forman 
microcristales de hielo puro y zonas no congeladas con una alta concentración de 
macromoléculas disueltas. Estas zonas permanecen en estado líquido el tiempo 
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suficiente que se requiere para establecer los puentes de hidrógeno generando la 
formación del criogel. A estas zonas no congeladas se les denomina microfase líquida 
en ellas las cadenas de PVA se ordenan y forman microcristales. Cuando se produce 
la descongelación se da la separación de la fase líquido-líquido en donde se asegura 
una suficiente cantidad de agua libre para seguir estableciendo puentes de hidrógeno 
entre cadenas de PVA. Temperaturas de -5 a -1°C fav orecen la formación del criogel 
en la etapa de descongelación (Lozinsky y Plieva, 1998). 
El alcohol polivinílico forma geles elásticos y el material resultante de tales 
tratamientos es un gel estable, que puede soportar hasta 70 a 80°C y retener su forma 
normal, aunque se puede modificar su tamaño original. También es un soporte de 
buenas características mecánicas, ya que el criogel no es quebradizo y muestra una 
mínima erosión abrasiva bajo condiciones de intensa agitación (Shapiro, 2000; 
Pascandola y cols., 2006). Además, para potenciar sus características se puede 
mezclar con otros polímeros como el quitosano (Minoura y cols., 1998) o el alginato. 
La combinación con alginato no solo previene la aglomeración sino que mejora la 
resistencia física del PVA y confiere mayor protección frente a la inactivación por ácido 
bórico (Nunes y cols., 2009).  
Para la inmovilización enzimática se mezcla la enzima con una solución acuosa 
neutra de alcohol polivinílico mantenida a temperatura ambiente, se homogeniza, se 
deja caer gota a gota sobre nitrógeno líquido o se lleva a un congelador a una 
temperatura de –20°C para que el criogel precipite y se endurezca. Luego se elimina el 
nitrógeno o se retira de la criocongeladora y se deja en reposo durante 24 horas para 
la descongelación. Posteriormente, se lava y se evalúan sus propiedades. Se pueden 
usar crioprotectores como el glicerol, etilénglicol, propilénglicol o nata de leche, 
aunque pueden alterar la arquitectura de los poros y las propiedades del criogel 
(Lozinsky y Plieva, 1998; Ariga y cols., 1993). 
Siguiendo estos principios, Appendini y Hotchkiss (1997) trabajaron por primera vez 
con películas antimicrobianas de lisozima inmovilizadas en diferentes polímeros, como 
alcohol polivinílico (PVA), fibras de nylon y películas de triacetato de celulosa. La 
lisozima también se ha inmovilizado en películas de PVA utilizando glioxal y 
glutaraldehído como enlaces transversales (Conte y cols., 2006). Estos autores 
señalan que una adecuada relación enzima / glutaraldehído, da lugar a rendimientos 
satisfactorios de inmovilización e inapreciables perdidas de enzima. Más 
recientemente, Fernándes y cols. (2009) establecen un método simple para inmovilizar 
inulinasa en perlas de PVA obteniendo una considerable estabilidad operacional. El 
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polivinil alcohol también ha sido utilizado como soporte para inmovilizar naringinasa. 
Del Nobile y cols. (2003) inmovilizan naringinasa en PVA con enlaces cruzados con 
glutaraldehído con una alta carga de actividad de la enzima. Los resultados indican el 
uso potencial de las películas activas para mejorar las propiedades sensoriales de los 
zumos de pomelo, sin embargo se puso de manifiesto algunas limitaciones debido a la 
constitución de la película, ya que la enzima es sólo capaz de hidrolizar la naringina 
difundida en la película. De hecho, esta es la principal limitación en el desarrollo de 
películas bioactivas aplicadas a procesos de transformación de alimentos. 
Posteriormente, otros estudios establecen las condiciones óptimas de trabajo de la 
naringinasa inmovilizada en PVA (Nunes y cols., 2009; Busto y cols., 2007). Por 
ejemplo, Busto y cols. (2007) muestran que entre un 95%-108% de la naringinasa de 
A. níger añadida al criogel de PVA al 8% es inmovilizada a un pH de 4.5 y una 
temperatura de 60-70ºC. Con este tratamiento la enzima podia ser reutilizada durante 
6 ciclos reteniendo un 36% de la eficacia para la hidrólisis de naringina en soluciones 
modelo. Más recientemente, Nunes (2009) muestran una eficiencia del 80% con 
naringinasa de Penicillium decumbens inmovilizada en PVA 10%. Estos autores 
establecen las condiciones de inmovilización (tamaño de poro y la concentración de 
enzima), así como las condiciones óptimas de trabajo (pH 4 y 70ºC). Además, el 
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Los efectos beneficiosos derivados del consumo de dietas ricas en alimentos 
vegetales se han atribuido principalmente a compuestos bioactivos como los 
compuestos fenólicos, vitaminas, carotenoides, etc. Los cítricos, y entre ellos el 
pomelo, son alimentos que se  consumen fundamentalmente en forma de zumos y que 
presentan una elevada capacidad antioxidante.  
El sabor amargo del zumo de pomelo, debido a la flavanona naringina, hace que 
sea rechazado por gran parte de los consumidores a pesar de que sus efectos 
beneficiosos para la salud, por sus propiedades antioxidantes, sean superiores a los 
de otros cítricos.  
El desmargado de zumos se ha realizado tradicionalmente en al ámbito industrial 
mediante métodos físicos que se basan en la capacidad de adsorción de la naringina a 
polímeros sintéticos de diversa naturaleza, tales como resinas de intercambio iónico, 
pero al no ser selectivos interaccionan también con otros componentes bioactivos del 
zumo provocando una reducción de su capacidad antioxidante y por lo tanto de sus 
propiedades saludables. El tratamiento biotecnológico del zumo de pomelo con 
enzimas, como la naringinasa, presenta una buena alternativa al actuar de manera 
específica sobre el componente amargo naringina y rindiendo como producto de la 
hidrólisis enzimática la flavanona no glicosilada naringenina, compuesto no amargo. 
Por otro lado, el uso de la enzima inmovilizada presenta la ventaja, frente a su 
contrapartida soluble, de una mayor estabilidad operativa y de posibilidad de 
reutilización sin variaciones importantes en la eficacia catalítica.  
En base a lo expuesto, la hipótesis de trabajo, planteada, ha consistido en 
suponer que el tratamiento de los zumos de pomelo con la enzima naringinasa libre o 
inmovilizada no afectaría o afectaría en menor grado que el método de desamargado 
convencional con resinas de intercambio a la capacidad antioxidante de los zumos y, 
por lo tanto, al efecto protector sobre el daño oxidativo a biomoléculas, cuyo 
incremento in vivo está asociado a diferentes alteraciones fisiopatológicas. Para 
comprobar esta hipótesis, en primer lugar se evaluó, mediante un estudio in vitro, la 
capacidad antioxidante de la naringina y de la naringenina (producto de la enzima 
naringinasa) y su contribución a la inhibición oxidativa a proteínas, lípidos y DNA. 
Posteriormente, se evaluó la capacidad antioxidante total y el efecto sobre 
biomarcadores de daño oxidativo en zumos tratados con enzima libre e inmovilizada y 
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se comparó con el método de desamargado tradicional por adsorción con resinas de 
intercambio.  
Los objetivos concretos del presente trabajo han sido, por tanto: 
1. Analizar las diferencias en la capacidad antioxidante, estabilizadora de radicales 
superóxido e hidroxilo y el efecto protector sobre el daño oxidativo a lípidos y 
DNA de la flavanona naringina y de su aglicona naringenina. 
2. Establecer la contribución del tratamiento de desamargado del zumo con la 
enzima naringinasa o con la resina de intercambio iónico Amberlite®IRA-400 a la 
capacidad antioxidante y al efecto inhibidor del daño oxidativo a biomoléculas 
3. Evaluar los posibles efectos del tratamiento de zumo de pomelo con la enzima 
naringinasa inmovilizada por atrapamiento en un criogel de polivinilalcohol 
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4.1. MATERIAL  
 Los diferentes reactivos utilizados en las determinaciones analíticas, así como su 
procedencia, serán reseñados en el apartado correspondiente a cada uno de los 
métodos.  
Aparatos 
 Cromatógrafo líquido de alta resolución Waters compuesto por: 
o Sistema de bombeo de solventes e inyector automático modelo Alliance 
2695 
o Detector electroquímico Coulochem II ESA y detector ultravioleta 
Waters 2487 
 Espectrofotómetros:  
o ULTROSPEC 1100 (Pharmacia Biotech) 
o HITACHI modelo U-2000 
o UNICAM  modelo 5625  UV/VIS 
o HP8453 con baño termostatizado LTD6G 
 Centrífugas:  
o Centrífuga refrigerada Beckman modelo  J2-HC (Beckman) 
o Centrífuga refrigerada modelo Kubota 2010 (Kubota Corporation) 
o Centrífuga de mesa Biofuge, modelo 13 (HERAUS) 
 Otros aparatos: 
o Baños termostatizados de temperatura regulable Precisterm modelo S-
387 y Unitronic 100 
o Molecular Imager Gel Doc TM (Bio Rad) 
o Sistema de electroforesis Bio-Rad power-Pac 1000 (Hercules, CA) 
o pHmetro Crison, modelo 2001 (CRISON) 
o Balanzas y microbalanza electrónica Sartorius. 
o Sistema Millipore de filtración bajo vacío, equipados con filtros para 
solventes y soluciones acuosas 
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o Agitador orbital, modelo G2FC (NewBrunswick) 
o Agitadores magnéticos con calefacción  
o Agitadores manuales de tubos Vórtex 
o Material habitual de laboratorio 
 
4.2. METODOLOGÍA 
4.2.1. PROCESADO DEL ZUMO Y TRATAMIENTOS DE DESAMARGADO  
La fruta se obtuvo en el comercio en estado maduro, en condiciones asépticas, se 
cortaba por la mitad y se procedía a la extracción del zumo con un exprimidor (Braun 
Citromatic). El zumo se filtró utilizando lana de vidrio (tipo A/E, Gelman Sciences) con 
el objetivo de separar la pulpa de las semillas. Posteriormente 25 mL de zumo se 
utilizaron como control (zumo fresco FJ) y la otra fracción se sometió a pasteurización 
siguiendo el método de Tatum y Berry (1973).  
Tratamiento enzimático con naringinasa (N-PJ): A 25 mL de zumo pasteurizado se 
añadieron 200 µL de naringinasa (Sigma Chemical Co.) para obtener una 
concentración final de la enzima de 0.4U/mL (Prakash y cols., 2002). A continuación 
se incubaron a 20ºC durante 24 horas a 150 rpm, transcurrido este tiempo se para la 
reacción enzimática manteniendo las muestras a 4ºC. 
Tratamiento con Amberlite IR 400 (R-PJ): A 25 mL de zumo pasteurizado se 
añadieron 5 g de Amberlite IR 400 (Sigma Aldrich), agitando constantemente durante 3 
minutos a temperatura ambiente (Mishra y Kar, 2003). La Amberlite IR 400 se eliminó 
por centrifugación y filtración del zumo. 
Tratamiento con enzima naringinasa inmovilizada en PVA (IN-PJ): Se aplicó el 
método de inmovilización desarrollado por Busto y cols. (2007). La solución de alcohol 
polivinílico (PVA), se preparó disolviendo 0,04 g de hidróxido sódico en 18 mL de agua 
destilada y se añadieron 1,6 g de PVA. Esta solución alcalina de PVA (25mg de NaOH 
/g PVA), contenida en un frasco de cristal herméticamente cerrado, se calentó bajo 
agitación magnética hasta obtener la disolución total del PVA, se enfrió y se neutralizó 
con unas gotas de HCl. Posteriormente se preparó una disolución de PVA al 8% con 
naringinasa (5U/mL). Las perlas de PVA se formaron por el método de congelación-
descongelación (Ting y Sun, 2000): se extruía la solución de PVA sobre el N2 líquido, 
contenido en un vaso Dewar de 1.5 litros, gota a gota con ayuda de una bomba 
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peristáltica situada a unos 60 cm de altura del vaso. Una vez formadas se lavaron las 
perlas con agua destilada bajo agitación magnética durante 1h. Posteriormente, se 
eliminó la mayor cantidad de agua (con papel de filtro estéril y libre de humedad), y se 
almacenaba a 4ºC hasta su utilización. Para el tratamiento del zumo, se añadieron 2 g 
de perlas de PVA con naringinasa inmovilizada (5 U/g perlas) a 25 mL de zumo 
pasteurizado. Se incubaron a 20ºC durante 24 horas a 150 rpm, transcurrido este 
tiempo se eliminan las perlas por filtración del zumo. 
 
4.2.2. DETERMINACIÓN CUANTITATIVA DE POLIFENOLES TOTALES 
Fundamento teórico 
La cantidad total de polifenoles en los zumos de pomelo se determinaron de 
acuerdo con el procedimiento de Folin-Ciocalteau (Singleton y Rossi, 1965). La 
reacción de Folin-Ciocalteu se basa en la oxidación de los polifenoles con el reactivo 
de Folin formando un complejo azul que mide espectrofotométricamente a 750 nm. 
Procedimiento 
Reactivos: Reactivo de Folin-Ciocalteau y ácido gálico fueron suministrados por  
Sigma Chemical Co (St. Louis, Mo, USA). Carbonato de sodio (Na2CO3) fue de 
Panreac (Barcelona, España). 
Metodología: 10 µL de zumo se llevaron a un volumen final de 100 µL, se añadieron 
500 µL del reactivo de Folin-Ciocalteau diluido 1/10, y 400 µL de la solución de 
carbonato de sodio al 7,5%, y se dejaron incubando durante 40 minutos a temperatura 
ambiente. La absorbancia fue evaluada en un espectrofotómetro (Hitachi U-2000) a 
750 nm frente a un blanco. Los resultados se expresaron en µg mL-1 de equivalentes 
de ácido gálico.  
La recta de calibrado se preparaba a partir de la solución estándar de ácido gálico, 
en un rango de 0-100 µg ácido gálico mL-1. La figura 4.1. muestra un ejemplo 
representativo de recta patrón para polifenoles obtenida en las condiciones descritas. 
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Figura 4.1. Ejemplo ilustrativo de recta patrón para polifenoles totales. 
 
4.2.3. DETERMINACIÓN CUANTITATIVA DE NARINGINA 
 Fundamento teórico 
Para la evaluación del contenido en naringina en el zumo de pomelo y en las 
muestras estándar preparadas en el laboratorio se utilizó el procedimiento 
espectrofotométrico descrito por Davis (1947). Aunque no es un método específico, en 
la actualidad es el único reconocido para la determinación cuantitativa 
espectrofotométrica de naringina en zumo de pomelo (Johnson y Chandler, 1982). Se 
fundamenta en la reacción entre flavanonas y dietilenglicol en medio básico generando 
un cambio de color cuya intensidad es directamente proporcional a la concentración de 
flavanonas. 
Procedimiento 
Reactivos: Dietilenglicol (C4H10O3) fue suministrado por Sigma Chemical Co. (St. 
Louis, Mo, USA). Hidróxido de sodio (NaOH), ácido acético (CH3CO2H) y acetato de 
sodio (C2H3NaO2) fueron suministrados por Merck (Darmstadt, Alemania).  
Metodología: Para las determinaciones se mezclaron 20 µL zumo de pomelo con la 
solución de NaOH 4 M, se completó con dietilenglicol al 90% hasta un volumen final de 
1 mL, y se incubaron durante 15 minutos. Finalmente se evaluó la absorbancia en un 
espectrofotómetro a 420 nm. Los resultados de concentración se expresaron en µg de 
naringina mL-1.  
La curva patrón se preparaba a partir de una solución estándar de naringina. 
                        
  µg Ac. Gálico mL-1 = a+b*Absorbancia 
  a = 0,0139     b = 0,0991     R2 = 0,9976 







Figura 4.2. Ejemplo ilustrativo de la recta patrón para la cuantificación de naringina 
 
4.2.4. DETERMINACIÓN DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL 
4.2.4.1. Método del ABTS•+ 
Fundamento teórico  
Para la determinación de la capacidad antioxidante total se siguió el método del 
ABTS•+ de Miller & Rice-Evans (1997) modificado por Pellegrini y cols. (1999) y Rivero 
y cols. (2007), basado en la oxidación del ABTS (sal de diamonio del ácido 2,2´azino-
bis-(3-etilbenzotiazolina-6 sulfónico)) por el persulfato potásico para formar el radical 
ABTS•+, que es reducido en presencia de antioxidantes donadores de hidrógeno. 
Procedimiento 
Reactivos: PBS, ABTS (sal de diamonio del ácido 2,2´azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina-6 sulfónico)), persulfato potásico (K2S2O8), TROLOX (6-Hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico), naringina y naringenina suministrados por 
Sigma-Aldrich y Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA). 
Metodología: La generación del reactivo ABTS•+, se realizó mezclando ABTS 7 mM 
con la solución de persulfato potásico 2,45 mM en la proporción (1:1). La 
determinación de la actividad antioxidante total se realizó espectrofotométricamente a 
734 nm añadiendo naringina o naringenina a diferentes concentraciones (0-40 µM) y 
para el ensayo de los zumos de pomelo se añadió un alícuota (5-30 µL, diluidos 1/4) al 
reactivo del ABTS•+. Los resultados se expresan como TEAC (trolox equivalent 
antioxidant capacity). La recta de calibrado con trolox se realizó a partir de una  
µg naringina mL-1 = a + b*Abs 
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Figura 4.3. Ejemplo ilustrativo de la recta patrón de trolox 
4.2.4.2. Determinación de la capacidad reductora. Método del FRAP 
Fundamento teórico  
Para la determinación de la capacidad reductora se siguió el método del FRAP de 
Benzie & Strain (1999). Se fundamenta en la capacidad de reducir el Fe (III) hasta Fe 
(II), mediante la siguiente reacción:   
                    Fe (III) – TPTZ + 1e-                             Fe (II) - TPTZ 
                           (incoloro)                                                (azul) 
Mediante un donante de electrones (antioxidante) se forma un compuesto de color 
azul que presenta un máximo de absorción a 593 nm. La medida espectrofotométrica 
a esa longitud de onda es proporcional a la capacidad reductora de la muestra. 
Procedimiento 
Reactivos: Acetato sódico (C2H3NaO2), ácido acético (CH3CO2H), ácido clorhídrico 
(HCl), tricloruro de hierro (FeCl3), sulfato de hierro (FeSO4) suministrados por Panreac 
(Barcelona, España). TPTZ (2,4,6-tris-2-piridil-s-triazina (C18H12N6)) por Sigma 
Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA). 
Metodología: La generación del reactivo TPTZ, se realizó mezclando 25 mL de 
tampón acetato sódico 0,3 M pH 3,6, 2,5 mL FeCl3 20 mM, 2,5 mL TPTZ 10 mM y 3 
mL de agua miliQ. Distintos volúmenes de naringina y naringinina (0,1; 0,2; 0,3; 0,5 
µM Trolox = a + b*Abs 
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mg/mL) o de zumo (5-30 µL) se incubarón a 37ºC durante 30 minutos con 970 µL del 
reactivo TPTZ. La determinación de la capacidad reductora se realizó 
espectrofotométricamente a 593 nm. Los resultados se expresan como µM FeSO4. La 
recta de calibrado se realizó a partir de una solución estándar de FeSO4. El ajuste de 




Figura 4.4. Ejemplo ilustrativo de la recta patrón de FeSO4. 
 
4.2.5. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD ESTABILIZADORA DEL RADICAL 
SUPERÓXIDO 
4.2.5.1. Método enzimático  
Fundamento teórico 
Para el estudio de la capacidad estabilizadora del radical superóxido mediante el 
método enzimático se siguió el método de Mc. Cord y Fridovich (1969). El radical 
superóxido se genera por el sistema xantina/xantina oxidasa que reduce el citocromo 
C oxidado. La capacidad estabilizadora de la muestra se mide por la inhibición de esta 
reacción según el siguiente esquema,  
 Xantina    xantina oxidasa       ac. úrico + O2•-          muestra              H2O2 + O2 
                                           Cit C+++     Cit C++ 
La reacción se sigue midiendo la disminución de la reducción del citocromo C 
espectrofotométricamente a 546 nm.  
µM FeSO4 = a + b*Abs  
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Procedimiento 
Reactivos: Fosfato monopotásico (KH2PO4), fosfato dipotásico (K2HPO4) y EDTA 
(C10H14N2Na2O8•2H2O) suministrados por Panreac (Barcelona, España). Citocromo C, 
xantina y xantina oxidasa fueron suministrados por Roche (Madrid, España). 
Metodología: En una cubeta se mezclaron tampón fosfato potásico 50 mM, EDTA 
0,1 mM, xantina 0,5 mM, citocromo C+++ 0,3 mM, se agitó y se añadió xantina oxidasa. 
La lectura se realizó a 546 nm durante 2 minutos. El resultado se consideró el 100 % 
de la actividad. A continuación, se añadió la muestra cuyo valor de absorbancia debe 
de estar entre el 40-60 % de inhibición del valor obtenido en ausencia de muestra. En 
el estudio de las muestras de flavanonas se ensayaron diferentes concentraciones de 
naringina (100-500 µM) o de naringenina (1-20 µM), y distitintos volúmenes de zumo 
(50-200 µL). 
 
4.2.5.2. Método no enzimático 
Fundamento teórico 
La actividad “scavenger” frente al radical superóxido se ensayaba mediante un 
método espectrofotométrico basado en la inhibición del radical generado en la 
oxidación de NADH (Liu y cols., 1997). El radical superóxido se genera mediante la 
oxidación del fenacin metasulfato-b-nicotinamida adenina dinucleotido por el NADH y 
determinado por la reducción del  nitroazul tetrazolio (NBT). 
Procedimiento 
Reactivos: Trizma base (NH2C(CH2OH)3), ácido clorhídrico (HCl) fueron 
suministrados por Panreac (Barcelona, España). NADH por Roche. Nitro azul 
tetrazolio (NBT) y 5-metilfenacin metosulfato (PMS) suministrados por Sigma Chemical 
Co. (St. Louis, Mo, USA). 
Procedimiento: En este experimento, el radical superóxido se genera en 3 mL de 
tampón Tris/ClH 16 mM a pH 8,0 qué contiene 78 µM de NADH, 50 µM de NBT y 10 
µM PMS. Las muestras de naringina fueron ensayadas en el rango de concentración 
de 0,05-0,5 µM y de naringenina de 0,01 a 1 µM. Los zumos fueron ensayados a 
diferentes volúmenes (5-30 µL). Al reaccionar el radical superoxido y el NBT se 
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produce una coloración que es cuantificada espectrofotométricamente a una longitud 
de onda 560 nm.  
4.2.6. EVALUACIÓN DE LA INHIBICIÓN DEL RADICAL HIDROXILO 
Fundamento teórico 
El peróxido de hidrógeno es el principal intermediario en el metabolismo de las 
especies reactivas del oxígeno, puede ser formado a partir del anión superóxido por la 
acción de la superóxido dismutasa (SOD) y es metabolizado bien por Fe(II) para dar 
radicales hidroxilo o bien por la catalasa para dar H2O y O2, de acuerdo con la 
reacción de Haber-Weiss (Hageman y cols., 1992). 
                                         Fe3+ + O2-•                Fe2+ + O2 
                                        Fe2+ +H2O2                 Fe3+ +OH•- +OH- 
El radical hidroxilo formado en la reacción entre el Fe(III)-EDTA y H2O2 en presencia 
de ácido ascórbico
 
(que acelera la reacción de Haber-Weiss por generación de la 
forma reducida del complejo de hierro) oxidan la desoxirribosa para formar productos 
oxidados que por calentamiento con el ácido tiobarbitúrico, a bajo pH, dan lugar a un 
cromógeno de color rosa. Este procedimiento se llevo a cabo según Halliwell y 
Gutteridge (1981). 
Procedimiento 
Reactivos: Fosfato monosódico (NaH2PO4), fosfato disódico (Na2HPO4), ácido 
ascórbico (C6H8O6), cloruro de hierro (FeCl3), peroxido de hidrógeno (H2O2) y ácido 
tricloroacético (CCl3CO2H) fueron suministrados por Panreac (Barcelona, España). 
Desoxirribosa (C5H10O4), EDTA (C10H14N2Na2O8•2H2O) y ácido tiobarbitúrico (C4H10O4) 
fue por Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA). 
Metodología: Para las determinaciones, 100 mM de desoxirribosa en presencia y 
ausencia de muestra se mezclaron con ácido ascórbico 60 mM, H2O2 100 mM, FeCl3 
10 mM y EDTA 10 mM en tampón fosfato de sodio 24 mM pH 7,4. Se incubaron a 
37ºC durante 1 hora, la reacción se paró con ácido tricloroacético al 2,8 % y se incubó 
con ácido tiobarbitúrico al 1 % a 100ºC durante 15 minutos. Transcurrido este tiempo 
la absorbancia se determinó a 532 nm. Las muestras de naringina y naringenina 
fueron ensayadas a las concentraciones de 0-10 µM ó 0,25-6 µM respectivamente y el 
resultado fue expresado como IC50. Los zumos fueron ensayados a diferentes 
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volúmenes (5-30 µL) y los resultados fueron expresados como % inhibición frente a la 
oxidación de la desoxirribosa. 
4.2.7. ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN 
Se utilizaron ratas Wistar de tres meses de edad y peso comprendido entre 250-300 
g, alimentadas con una dieta estandar (Luceso Trading S.L. (Madrid, España)), y 
fueron mantenidas en jaulas individuales bajo condiciones controladas de luz y 
oscuridad (12h) y a temperatura de 22ºC. Los experimentos se llevaron a cabo bajo 
los principios internacionales del cuidado y manejo de animales. Se sacrificaron bajo 
condiciones de anestesia y los hígados fueron lavados con NaCl 0,9 % y utilizados 
para obtener los homogenizados y los microsomas utilizados en los ensayos de 
glutatión (GSH) e inhibición de la peroxidación lipídica. 
 
4.2.8. CUANTIFICACIÓN DE LOS NIVELES DE GSH  
Fundamento teórico 
El contenido de glutation reducido (GSH) fue determinado por el método descrito 
por Brigelius (Brigelius y cols., 1983), basado en la cuantificación espectrofotométrica 
de la conjugación del GSH con el cloro 2,4-dinitrobenceno (CDNB) (ε = 9,6 µM-1cm-1). 
Esta reacción está catalizada por la enzima glutatión-S-transferasa (GST). 
 GSH + CDNB                   GST                  GS-DNB + ½ Cl2     
El aducto formado, 2,4-dinitrofenil-S-glutatión (GS-DNB), presenta un máximo de 
absorción a 340 nm, se mide a punto final, cuando la absorbancia se estabiliza.  
Procedimiento 
Reactivos: Fosfato monopotásico (KH2PO4), fosfato dipotásico (K2HPO4), ácido 
etilen-diaminotetracético (EDTA), fosfato monosódico (NaH2PO4), fosfato disódico 
(Na2HPO4) fueron suministados por Panreac (Barcelona, España). Ácido metafosfórico 
(HPO3), terc-butil-hidroperoxido (t-BOOH), Cloro 2,4-dinitrobenceno (CDNB), Glutatión-
S-transferasa (GST) por Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA). 
Metodología: Los hígados se homogenizaron en 5 volúmenes (p/v) de tampón 
fosfato de sodio 0,1 M a pH 8, EDTA 5 mM y se centrifugaron a 1600 rpm durante 15 
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minutos a 4ºC. El homogenizado se incubó en presencia y en ausencia de las distintas 
muestras a 37ºC durante 120 minutos con 500 µM de t-BOOH, transcurrido este 
tiempo se añadió HPO3 al 25%, se centrifugó a 8700 rpm durante 30 minutos a 4ºC. El 
sobrenadante se separó para determinar la concentración de GSH. 50 µL de muestra 
se mezclaron con tampón fosfato potásico 0,1 M, EDTA 1 mM, pH 7,0, CDNB 10 mM y 
glutatión transferasa. Posteriormente se sigue la reacción espectrofotométricamente a 
340 nm. La concentración de GSH se expresa en nmol/mg proteína. 
La concentración de flavanonas utilizadas en el ensayo fue de 0,05-2 mM y de 
zumo fue de 10-40 µL. 
 
4.2.9. ENSAYO DE PEROXIDACIÓN LIPÍDICA  
4.2.9.1 Peroxidación lípidica inducida por Fe(II)/H2O2 
El homogenizado de hígado fye incubado con 0,3 mM de sulfato férrico y 2,65 mM 
de peróxido de hidrógeno durante 1h a 57ºC en ausencia o presencia de diferentes 
concentraciones de naringina (0,5-4 mM) y de naringenina (0,05-0,5 mM). 
Posteriormente los niveles de TBARs fueron evaluados espectrofotométricamente.  
4.2.9.2. Indución de peroxidación lipídica con ABAP 
Los microsomas fueron obtenidos del hígado de rata usando el método de Ubeaud 
(Ubeaud y cols., 2005). 1 mg/mL de microsomas preparado en 50 mM Tris-ClH pH 7,0 
fueron incubados en presencia y ausencia de diferentes concentraciones de naringina 
(0,1-5 mM) y naringenina (0,05-2 mM) o de distintos volúmenes de zumo de pomelo 
(10-40 µL) y en presencia de 10 mM de 2,2`- azobis(2-amidinopropano) (ABAP). Se 
incubaron durante 90 minutos a 37ºC y posteriormente se evaluarón los niveles de 
TBARs espectrofotométricamente. 
4.2.9.3. Evaluación de los niveles de TBARs  
Fundamento teórico 
Para cuantificar la cantidad de TBARs se siguió el método de Buege y Aust, (1978). 
El procedimiento utilizado se basa en la reacción del malondialdehído (MDA) con el 
ácido tiobarbitúrico (TBA) en medio ácido generando un complejo coloreado formado 
por condensación de dos moléculas de TBA y MDA y la posterior determinación del 
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complejo por espectrofotometría a 532 nm (ε=1,5x105 M-1cm). Otros compuestos como 
grupos aldehído pueden reaccionar con el ácido tiobarbitúrico en estas condiciones y, 
por tanto, el procedimiento no es específico para el MDA. La concentración de TBARs 
se calculó como equivalentes de malondialdehído usando el coeficiente de extinción 
indicado para el complejo MDA-TBA. 
Procedimiento 
Reactivos: Trizma base (NH2C(CH2OH)3), fosfato monosódico (NaH2PO4), fosfato 
disódico (Na2HPO4), ácido tricloroacético (TCA) y ácido clorhídrico (HCl) fueron 
suministrados por Panreac (Barcelona, España). El ácido tiobarbitúrico (TBA) fue 
suministrado por Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA). 
Metodología: Las muestras de homogenizado y microsomas incubadas con 
flavanonas o zumos se les añadió la mezcla de TBA/TCA/HCl (0,375 % / 15 % / 0,25 
M), y se incubaron a 100ºC durante 15 minutos, posteriormente se midió la 
absorbancia a 532 nm (Hitachi U-2000). La concentración de TBARS generados en la 
mezcla se calculaba usando el coeficiente de absorción molar 1,56E05 M-1cm-1L-1 y se 
expresaba como nmol de malondialdehído/mg de proteína o mediante % de inhibición 
con respecto al control oxidado.  
 
4.2.10. DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE PROTEÍNAS 
Fundamento teórico 
La concentración de proteínas existentes en las muestras de homogenizado de 
hígado se realizó por el procedimiento de Lowry y cols. (1951). El método se basa en 
la propiedad que presentan los compuestos con enlaces peptídicos de reaccionar en 
medio alcalino con sales de cobre para dar una coloración violeta en una primera 
reacción. En una segunda reacción, el reactivo de Folin para fenoles permite 
incrementar la sensibilidad del procedimiento. 
Procedimiento 
Reactivos: Sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4.5H2O) fue suministrado por 
Probus. El carbonato de sodio (Na2CO3), hidróxido de sodio (NaOH), y tartrato sodio-
potasio (C4H4KNaO6) fueron suministrados por Panreac (Barcelona, España). 
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Albúmina de suero bovino (BSA) y el reactivo de Folin-Ciocalteau fueron suministrados 
por Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA). 
Metodología: Se utilizaron 10 µL de homogenizado convenientemente diluido en 
agua que se mezclaron con 5 mL de Na2CO3 3% en NaOH 0,1 M, CuSO4.5H2O 2%, 
tartrato Na-K 4% (98:1:1). Tras incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente se 
añadieron 0,5 mL del reactivo de Folin-Ciocalteau, y se prosiguió con la incubación 
otros 10 minutos, transcurrido este tiempo se cuantificó la absorbancia a 620 nm. La 
concentración de proteínas se realizó por interpolación de las absorbancias en una 
curva de BSA (seroalbúmina bovina) a diferentes concentraciones (0-0,15 mg/mL) tal y 







Figura 4.5. Ejemplo ilustrativo de la recta patrón para cuantificar proteínas. 
 
4.2.11 EVALUACIÓN DEL DAÑO OXIDATIVO AL DNA 
4.2.11.1. Daño oxidativo al DNA de timo de ternera  
Procedimiento 
Reactivos: Ácido desoxirribonucleico (DNA), 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (8OHdG), 
2-desoxiguanosina (dG) suministrados por Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA), 
sulfato de cobre pentahidratado CuSO4.5H2O, ácido ascórbico(C6H8O6), fosfato 
monosódico(NaH2PO4), fosfato disódico (Na2HPO4), cloruro de sodio (NaCl) y trizma 
base (NH2C(CH2OH)3) fueron suministrados por Panreac (Barcelona, España). 
Metodología: La oxidación del DNA fue inducida con el radical hidroxilo, siguiendo 
el método de Muñiz y cols. (1995). Las muestras se incubaron en presencia de DNA (1 
mg BSA/mL = a + b*Abs 
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mg/mL), ácido ascórbico 100 mM, CuSO4 10 mM y tampón fosfato sódico 50 mM pH 
7,4 a 37ºC durante 60 minutos. Posteriormente se realizó la digestión del ADN y 
cuantificación de los niveles de la base modificada 8-OHdG, así como la electroforesis 
en gel de agarosa. La concentración de naringina y naringenina fue ensayada a 
diferentes concentraciones (0,001; 0,01; 0,1; 1; 5; 10; 20; 30; 40 y 50 µM) y los zumos 
de pomelo fueron ensayados a diferentes volúmenes (25; 50; 100 y 200µL). 
 
4.2.11.2. Electroforesis en gel de agarosa 
Fundamento teórico 
La electroforesis en gel de agarosa es un método simple y rápido para determinar el 
tamaño, calidad y cantidad de DNA. Las moléculas de ácidos nucleicos, debido a la 
carga negativa proporcionada por los fosfatos, se mueven cuando están expuestas a 
un campo eléctrico. La velocidad de migración de los fragmentos de DNA es 
proporcional a la carga de las macromoléculas e inversamente proporcional a su masa 
y conformación. Como los ácidos nucleicos tienen un esqueleto fosfato de carga 
negativa la razón carga/masa es constante para todos los tamaños lo que hace que 
migren en un campo eléctrico en función de su tamaño.  
Para revelar la posición de los fragmentos de DNA se corre el gel en presencia de 
bromuro de etidio que se intercala entre pares de bases adyacentes del DNA que 
absorbe entre 302 y 366 nm, emitiendo fluorescencia a 590 nm que corresponde al 
naranja en el espectro visible. La ventaja del bromuro de etidio es que su fluorescencia 
se ve incrementada 25 veces cuando se intercala en ácidos nucleicos bicatenarios 
mientras que no varía cuando está libre o asociado a ácidos nucleicos 
monocatenarios. 
Procedimiento 
Reactivos: Bromuro de etidio (C21H20BrN3), trizma base (NH2C(CH2OH)3), borato, 
ácido etilendiaminotetracético (EDTA), azul de bromofenol (C19H10O5SBr4) y glicerol 
(C3H8O3) suministrado por Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA). Agarosa por 
Promega (Madison, Wi, USA). Marcadores de peso molecular (λDNA/Hind III, 100bp 
DNA ladder) suministrados por Invitrogen (Carlsbad, Ca, USA). 
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Metodología: Las alícuotas de DNA (50µL) y los marcadores de peso molecular se 
mezclaron con 10 µL del buffer de carga (20% glicerol, 0,1% azul de bromofenol y 80% 
tampón fosfato de sodio 0,1M pH 7,4). La electroforesis se realizó usando un sistema 
de electroforesis Bio-Rad power-Pac 1000 (Hercules, CA), a 400 mA. Las bandas de 
DNA se visualizan bajo luz ultravioleta y se fotografían con una cámara digital.  
 
4.2.11.3. Cuantificación de los niveles de 8-OHDG  
Fundamento teórico  
Para el análisis de la base modificada se siguió el método propuesto por Floyd y 
cols. (1988) y modificado por Muñiz y cols (1995). La determinación se realizó por 
HPLC utilizando la combinación de dos detectores, ultravioleta-visible (UV) y 
electroquímico (EC) que permite discriminar entre bases no modificadas y las 
modificadas, ya que las primeras no son activas electroquímicamente mientras que las 
modificadas si lo son. La muestra de DNA debe ser previamente digerida por la acción 
combinada de nucleasas y fosfatasas.  
Procedimiento 
Reactivos: Acetato sódico (C2H3NaO2,) fosfato monosódico (NaH2PO4), fosfato 
disódico (Na2HPO4), fueron suministrados por Panreac (Barcelona, España). Ácido 
acético(CH3CO2H), acetonitrilo (grado HPLC) por Merck (Darmstadt, Alemania). 
Nucleasa P1 por Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, USA) y fosfatasa alcalina por 
Invitrogen (Carlsbad, Ca, USA). 
Metodología: La digestión se realizó incubando 200 µg de DNA con 100 U de 
DNAasa I en Tris-HCl 10 mM a 37ºC durante 60 minutos. En el siguiente paso el pH 
de la reacción se bajo a 5,1 mediante la adición de acetato sódico 0,5 M pH 5,1 y 5 U 
de Nucleasa P1 a 37 ºC durante 60 minutos. Después de neutralizar el pH de la 
mezcla de reacción tampón Tris-HCl 0,4 M pH 7,4, se incubó con fosfatasa alcalina 
(100 U) durante 1 hora a 37ºC (Muñiz y cols., 1995). En la determinación 
cromatográfica (HPLC) de la base modificada se utilizo una columna de fase reversa 
Spherisorb ODS 2,5µm (0.46x25cm). Se aplicó un flujo en isocrático de 1mL/min 
utilizando como fase móvil tampón fosfato 50 mM pH 5,5-acetonitrilo 4%.  
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La base modificada se detectó electroquímicamente y se identificó por sus tiempos 
de retención, determinados en la muestra patrón procesada paralelamente. Los 
niveles de base modificada se expresan en relación de la base no modificada 2-
desoxiguanosina (dG) determinada paralelamente mediante un detector U.V. acoplado 
en serie con el electroquímico. Para la cuantificación se utilizó el área de los picos, 
relativa al patrón de 8OHdG y al de la base dG.  
La cuantificación se realizó utilizando las rectas de calibrado que se preparaban con 
8-hidroxi-2-desoxiguanosina (8OHdG) y 2-desoxiguanosina (dG).    
  
 pmoles 8OHdG = a + b*Area 
a = 2,2763    b = 3,8146    R2 = 0,9985 
            nmoles dG = a + b*Area 
   a = 0,417    b = 6,5899     R2 = 0,9996 
Figura 4.6. Ejemplo ilustrativo de las rectas patrón para cuantificar 8OHdG y dG. 
 
4.2.12. TRATAMIENTO ESTADÍSTICO DE LOS DATOS.  
Los resultados de este trabajo han sido procesados con el paquete estadístico 
Statgraphics Plus para Windows. Se realizó un tratamiento estadístico de los datos 
para su mejor manejo y presentación en tablas y figuras a partir del cálculo de medias, 
rangos y desviaciones estándar. 
Se llevaron a cabo análisis comparativos ANOVA, test LSD y t de Student, con el fin 
de determinar las diferencias significativas entre las muestras a un nivel de 
significación de α=0,05. Para el análisis de las correlaciones entre las variables 
estudiadas se aplicaron los modelos de regresión simple.  
Letras minúsculas y símbolos del test de LSD (en forma de superíndices) que se 
incluyen en las tablas y los gráficos del apartado de Resultados. Dichas letras y 
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múltiple de medias de los tres valores ensayados en una misma muestra para una 
variable determinada. Si dichos superíndices son distintos para una misma columna en 
caso de las tablas y en el caso de los gráficos para una misma serie de columnas, los 
valores correspondientes serán estadísticamente diferentes entre sí a un nivel de 
significación de p<0,005. La secuencia en orden alfabético de letras como superíndice 


















5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN
 





























Estudio 1  
 
Antioxidant properties, radical-scavenging activity and 
biomolecules protection capacity of flavonoid 
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Effect of enzymatic debittering on antioxidant capacity 
and protective role against oxidative stress of 
grapefruit juice in comparison with adsorption on 
exchange resin 
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Estudio 3  
 
Evaluation of antioxidant properties of grapefruit juice 
as influenced by debittering with naringinase 
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Análisis comparativo de la capacidad antioxidante y 
efecto protector frente al estrés oxidativo del zumo de 








En este apartado se presenta un análisis global de cómo los tratamientos de 
desamargado de zumo de pomelo, con resina de intercambio iónico (Amberlite IR 400) 
y con naringinasa libre e inmovilizada en criogeles de PVA, afectan a las 
características antioxidantes del zumo y a su efecto protector sobre biomarcadores de 
estrés oxidativo.  
Este estudio se ha estructurado en los siguientes puntos: 
I. Capacidad antioxidante total de los zumos procesados 
II.   Capacidad estabilizadora de los radicales superóxido e hidroxilo  
III.  Efecto del zumo tratado sobre los niveles de GSH intracelular 
IV.  Efecto del zumo sobre los biomarcadores de daño oxidativo a lípidos y DNA. 
V. Correlaciones entre el contenido de polifenoles, de naringina, capacidad 
antioxidante y biomarcadores de estrés oxidativo. 
 
 
I. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL DE LOS ZUMOS PROCESADOS 
La naringina es el principal flavonoide responsable del sabor amargo en el zumo de 
pomelo y la disminución en su contenido está correlacionada con la reducción del 
sabor amargo. Los diferentes procesos aplicados en este estudio reducen los niveles 
iniciales de naringina del zumo de pomelo (tabla 5.1) hasta concentraciones finales 
aceptables desde el punto de vista del consumidor. En relación a este punto, y a pesar 
del amplio rango de sensibilidad entre individuos y que el umbral de detección de 
naringina en solución acuosa se cifra en 20 µg/mL-1, (Guadagni y cols., 1974), 
concentraciones inferiores a 400 µg/mL se consideran como valores aceptables por 
parte del consumidor (Ribeiro y cols., 2008). 
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FJ ----- 676 ± 26,4d 




398 ± 59,5 b 
R-PJ Amberlite IR 400 240 ± 16,4 a 
Los valores están expresados como media ± SD n=18. Valores con distinta 
letra son significativamente distintos (p<0,005). FJ: zumo fresco, N-PJ: zumo 
pasteurizado y tratado con naringinasa en solución, IN-PJ: zumo pasteurizado 
y tratado con naringinasa inmovilizada en PVA; R-PJ: zumo pasteurizado y 
tratado con Amberlite IR400.  
 
 
Al comparar los procesos de desamargado observamos que la resina disminuye 
significativamente la concentración de naringina en un 64,5%, y el tratamiento 
enzimático resulta en una reducción del 46,8 % en el tratamiento con enzima libre y en 
un 41% cuando se trata con la inmovilizada en PVA. En relación al efecto soporte, 
observamos que el alcohol polivinilico no adsorbía naringina (Tabla 8.2, anexo). Otros 
autores muestran que otros polímeros sintéticos tales como el acetato de celulosa, el 
nylon o resinas de intercambio iónico, tampoco retienen de manera específica los 
compuestos amargos del zumo (naringina y limonina) (Johnson y Chandler, 1982). Si 
se compara con otros autores, los porcentajes de reducción de naringina en los zumos 
tratados con naringinasa inmovilizada en PVA obtenidos en este trabajo son menores 
a las obtenidas con otros soportes. Así, Soares y Hotchkiss (1998) obtuvieron una 
reducción del 60% al tratar los zumos con naringinasa inmovilizada en películas de 
triacetato de celulosa. Valores similares fueron obtenidos por Puri y cols. (1996) en 
zumos de mandarina procesados con naringinasa inmovilizada en alginato de calcio, y 
reducciones de un 76%, al inmovilizar la enzima por unión covalente en “woodchips” 
mediante entrecruzamiento con glutaraldehído (Puri y cols., 2005). Estudios más 
recientes con soportes de k-carragenato (Ribeiro y cols., 2008) y alginato de calcio 
(Ribeiro y cols., 2010b) muestran reducciones del 95% y 81% en los niveles de 
naringina en el zumo de pomelo.  
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Con el objetivo de valorar como los tratamientos de desamargado afectan a la 
capacidad antioxidante de los zumos, se ha procedido a su evaluación mediante dos 
ensayos, el ensayo ABTS que mide la capacidad para estabilizar un radical y el 
método FRAP que mide la capacidad reductora (ver apdo. 2.1.5.1. y 2.1.5.2.). Ambos 
métodos son usados y recomendados por distintos autores como ensayos exactos y 
fáciles para la determinación de la capacidad antioxidante en zumos de frutas 
(Abeysinghe y cols., 2007; Saura-Calixto y cols., 2006). 
Los resultados obtenidos de la capacidad antioxidante mediante el ensayo ABTS se 
muestran en la Figura 5.1 dónde se han representado los valores medios para 









Figura 5.1. Actividad antioxidante de los zumos de pomelo, 
expresados como TEAC (equivalentes de Trolox). FJ: zumo 
fresco, N-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa en 
solución, IN-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa 
inmovilizada en PVA, R-PJ: zumo pasteurizado y tratado con 
Amberlite IR400. Los valores están expresados como media ± 
SD, n=18. Columnas con distinta letra son significativamente 
distintos (p<0,005). 
 
En general, los zumos de pomelo tratados enzimáticamente, N-PJ e IN-PJ, 
presentan mayor capacidad antioxidante que el zumo fresco, mientras que el 
tratamiento con resina resultó en una disminución significativa, tanto con respecto al 
control como a los zumos tratados enzimáticamente (Estudio 2 y 3). Por lo tanto, 
parece razonable decir que existe un efecto resultado del tratamiento de desamargado 
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mostró un efecto “tratamiento de desamargado" y el test LSD detectó diferencias entre 
los distintos tratamientos. Además, se observa un efecto volumen ya que existen 
diferencias significativas (p<0,005) a los distintos volúmenes estudiados en todos los 
zumos ensayados. 
Este incremento de la capacidad antioxidante ABTS en los zumos tratados 
enzimáticamente puede ser resultado directo de la acción catalítica de la enzima. De 
hecho, la naringenina, aglicona de la naringina y producto de la acción enzimática, 
presenta un grupo hidroxilo libre adicional en posición 7, que según diversos autores 
está relacionado con una mayor capacidad antioxidante en los flavonoides (ver apdo. 
2.2.3.). De forma específica, en el presente trabajo de tesis, se ha demostrado (ver 
Estudio 1) que la naringenina presentaba una capacidad antioxidante, evaluada por el 
método ABTS, 3,4 veces superior a la naringina, lo que apoya los resultados obtenidos 
de la acción de la enzima. 
La capacidad antioxidante de las muestras de zumo evaluadas mediante el ensayo 
FRAP se representa en la Figura 5.2. Todos los zumos evaluados presentan 
capacidad para reducir el Fe3+ a Fe2+, mostrando un efecto dependiente de la 











Figura 5.2. Actividad antioxidante FRAP de los zumos de pomelo. FJ: zumo 
fresco, N-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa en solución, IN-
PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa inmovilizada en PVA, R-PJ: 
zumo pasteurizado y tratado con amberlite IR400. Los valores están 
expresados como media ± SD n=18. Columnas con distinta letra son 
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Los resultados muestran que el procesado de los zumos disminuye 
significativamente su capacidad reductora, posiblemente como consecuencia de los 
procesos de pasteurización previa al desamargado al que se ven sometidos los 
zumos, donde se ven afectados aquellos compuestos bioactivos como el ácido 
ascórbico que contribuyen de manera significativa a la actividad reductora (Estudio 2). 
Además del efecto pasteurización, es de destacar la menor actividad FRAP observada 
especialmente en las muestras de zumo tratadas con la resina de intercambio y, en 
menor medida, en las tratadas con la enzima inmovilizada en PVA. En ambos casos, 
se comprobó retención de compuestos fenólicos por acción de las resinas o por 
interacción con el soporte de inmovilización (Estudio 2 y 3). 
En la Tabla 5.2 se presentan los valores medios, por grupos, de los resultados 
obtenidos en el estudio cuantitativo del contenido en polifenoles en los zumos 
estudiados. Los resultados muestran un mayor contenido en polifenoles en los zumos 
sometidos a tratamiento con naringinasa. Por el contrario, en el zumo procesado con 
la resina se observó una disminución en el contenido de polifenoles del 21% 
comparado con el zumo fresco, debido a que el mecanismo a través del cual reducen 
el amargor las resinas es reteniendo polifenoles. Esta reducción en el contenido de 
polifenoles en el zumo procesado con resina, también fue observado por otros autores 
para el zumo de pomelo (Lee y Kim, 2003).  
Tabla 5.2. Contenido de polifenoles totales en los zumos de pomelo 
fresco y procesado. 
Muestra 
de zumo 




FJ ----- 689 ± 50,2b 




963 ± 21,6 c 
R-PJ Amberlite IR 400 545 ± 56,0a 
 
Los valores están expresados como media ± SD n=18. Valores con distinta 
letra son significativamente distintos (p<0,005). FJ: zumo fresco, N-PJ: zumo 
pasteurizado y tratado con naringinasa en solución, IN-PJ: zumo pasteurizado 
y tratado con naringinasa inmovilizada en PVA; R-PJ: zumo pasteurizado y 
tratado con amberlite IR400.  
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La mayor concentración de polifenoles totales observada en los zumos de pomelo 
tratados con naringinasa, y tal como se argumentó previamente (Estudio 2), 
posiblemente sea resultado de la hidrólisis enzimática que lleva a incrementos de la 
flavanona naringenina, que al tener un grupo hidroxilo más que la naringina da lugar a 
una sobreestimación del contenido en polifenoles totales en el ensayo de Folin-
Ciocalteau. Los niveles significativamente inferiores obtenidos en el zumo tratado con 
la enzima inmovilizada (IN-PJ) comparado con los obtenidos con la enzima en solución 
(N-PJ) puede ser consecuencia de la retención de polifenoles en la matriz de PVA (15 
%), resultado de su interacción con el polivinil alcohol (Estudio 3). 
Los estudios de correlación entre los niveles de polifenoles y la capacidad 
antioxidante total (Figura 5.3) mostraron que el método ABTS se correlaciona 
positivamente con la cantidad de polifenoles totales (R=0,9395; p=0,0000), lo que nos 
indica que una parte importante de la capacidad antioxidante total del zumo de pomelo 
está asociada a su componente fenólico y, por lo tanto, debe de tenerse en cuenta en 









Figura 5.3. Correlaciones entre polifenoles y capacidad antioxidante 
 
El mayor contenido de polifenoles en los zumos procesados enzimáticamente indica 
que estos métodos son adecuados para mantener su capacidad antioxidante. Los 
resultados muestran también una correlación positiva entre polifenoles y FRAP, 
aunque menor que la obtenida con el ABTS, posiblemente debido al peso que tienen 





























ABTS (mM Trolox) FRAP(mM FeSO4)
Polifenoles-TEAC R=0,9395 (p=0,0000)
Polifenoles-FRAP R=0,5606 (p=0,0036)
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A la vista de los resultados obtenidos en este punto sobre la capacidad 
antioxidante total de los zumos de pomelo, se puede concluir que existe un efecto 
resultado del proceso de desamargado empleado, de manera que se produce una 
mejora en la capacidad antioxidante total del zumo con los tratamientos enzimáticos y 
disminuye de modo muy significativo con la aplicación de la resina. Así mismo, se 
observó un efecto dependiente del método de análisis empleado para la determinación 
de la capacidad antioxidante total. Mientras el tratamiento enzimático de desamargado 
mejora la capacidad antioxidante de los zumos de estabilización del radical ABTS, 
afecta negativamente a la capacidad reductora de los zumos tratados, medida por el 
método del FRAP, en comparación con el zumo fresco, no sometido a ningún 
tratamiento previo de pasteurización.  
 
II. CAPACIDAD ESTABILIZADORA DE LOS RADICALES SUPERÓXIDO E 
HIDROXILO DE LOS ZUMOS PROCESADOS 
La estabilización del radical superóxido puede ser de acción directa o por inhibición 
de las enzimas generadoras del mismo (apdo. 4.2.5.). Por eso, en este trabajo se 
evaluó la capacidad estabilizadora o “scavenger” de los zumos utilizando un método 
enzimático y uno no enzimático (Tabla 5.3). 
Los resultados muestran que todos los zumos reducen la formación del azul de 
formazan, indicando su capacidad “scavenger” no enzimática frente al radical 
superóxido. El procesado de los zumos con naringinasa libre o inmovilizada mejora la 
capacidad estabilizadora del radical superóxido, posiblemente como resultado del 
incremento en el contenido de naringenina ya que al poseer características 
estructurales (–OH libre en posición 5 y 7) frente a su glicona naringina mejora su 
papel estabilizador frente al radical (Estudio 1). Sin embargo, el procesado del zumo 
con la resina de intercambio, al reducir considerablemente el contenido de polifenoles 
disminuye esta capacidad estabilizadora de radical (Estudio 2). Los resultados 
obtenidos del método enzimático (xantina oxidasa), indican que los zumos procesados 
con naringinasa aunque no mejoran esta propiedad, la mantienen ya que no se 
obtienen diferencias significativas con el zumo fresco. Sin embargo, el procesado con 
la resina al retener significativamente compuestos fenólicos, reduce esta propiedad en 
los zumos así procesados.    
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Tabla 5.3. Capacidad estabilizadora frente a radicales libres de los zumos de 
pomelo.  









 27 ± 0,5b 
 
  19,1 ± 2,8 a 
 
21 ± 6,3 ab 
 
74 ± 9,3 c 
Enzimático 120 ± 18 a    146 ± 47ab 139 ± 55 ab 180 ± 17,7b 
 
FJ: zumo fresco, N-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa en solución, IN-PJ: zumo 
pasteurizado y tratado con naringinasa inmovilizada en PVA y R-PJ: zumo pasteurizado y 
tratado con amberlite IR400. Los valores estan expresados como la media ± SD n=10. Valores 
de la misma fila con distintas letras son significativamente distintos (p<0,005).IL50: volumen de 
zumo necesario para alcanzar una inhibición del 50%. 
 
 
La actividad “scavenger” de los zumos frente al radical hidroxilo se determinó 
mediante el ensayo de degradación de la desoxirribosa, usando la reacción de Fenton 
(Fe3+/H2O2) como generador del radical hidroxilo (ver apdo. 4.2.6). Los resultados de 
las diferentes muestras de zumo de pomelo se muestran en la Figura 5.4.  
Comparando el efecto del procesado para eliminar el amargor del pomelo, se 
observa que los zumos desamargados tanto enzimáticamente como con la resina 
mejoran significativamente la capacidad scavenger del radical hidroxilo. El efecto 
inhibidor del radical hidroxilo fue volumen dependiente, no observandose diferencias 
significativas a volúmenes de 30 µL. En general, el zumo tratado con la enzima 
naringinasa, es el que exhibía una mayor actividad estabilizadora del radical hidroxilo, 
no observándose diferencias significativas entre las muestras tratadas con la enzima 
libre o inmovilizada. Esta mayor actividad inhibidora de los zumos tratados 
enzimáticamente podría explicarse en base al mayor contenido de naringenina 
(Estudio 3). Adicionalmente, los resultados obtenidos con las muestras de zumo 
desamargado, pueden deberse a la variedad y diversidad de modificaciones tanto 
cuantitativas como cualitativas del componente fenólico como consecuencia del 
proceso de pasteurización y desamargado a los que se someten estas muestras de 
zumo (Estudio 2). 
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Figura 5.4. Capacidad de los zumos de estabilizar el radical hidroxilo. FJ: zumo fresco, 
R-PJ: zumo pasteurizado y tratado con amberlite IR400, N-PJ: zumo pasteurizado y 
tratado con naringinasa en solución, IN-PJ: zumo pasteurizado y tratado con 
naringinasa inmovilizada en PVA. Columnas con distinta letra son significativamente 
distintos (p<0,005). 
 
Los resultados de este apartado, nos permiten concluir que los procesos aplicados 
para el desamargado del zumo modifican las propiedades estabilizadoras de radicales 
oxigénicos. Las resinas al disminuir significativamente los polifenoles disminuyen la 
capacidad del zumo para estabilizar los radicales superóxido aunque mantiene la 
capacidad de los zumos de estabilizar el radical hidroxilo. Sin embargo, el tratamiento 
de desamargado enzimático, que conlleva la hidrólisis de la naringina a naringenina, 
mejora las características estabilizadoras del zumo frente al radical superóxido e 
hidroxilo. 
 
III. EFECTO SOBRE LOS NIVELES DE GSH INTRACELULAR 
El glutatión, es uno de los antioxidantes intracelulares más abundantes, juega un 
papel importante como regulador del estado redox celular (Circu y cols., 2010), y su 
depleción incrementa la vulnerabilidad al daño causado por los radicales libres. En la 
defensa celular contra los radicales libres tiene un papel importante como antioxidante 
al ser capaz de interaccionar y estabilizar radicales hidroxilo, superóxido, y peróxidos, 
además de participar en la reducción de otros antioxidantes tales como el α-tocoferol y 
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El efecto protector de los zumos objeto de estudio sobre los niveles de glutation en 








Figura 5.5. Niveles de GSH en homogenado de hígado de rata tratada con t-BOOH. 
(C) control; (t-BOOH) homogenado tratado con t-BOOH. FJ: zumo fresco, N-PJ: zumo 
pasteurizado y tratado con naringinasa en solución, IN-PJ: zumo pasteurizado y tratado 
con naringinasa inmovilizada en PVA, R-PJ: zumo pasteurizado y tratado con amberlite 
IR400. Los valores están expresados como la media ± SD n=10. Columnas con letras 
distintas indican diferencias significativas (p< 0,05). *Valores significativamente 
distintos (p<0,05) con respecto a t-BOOH. 
 
El tratamiento del homogenizado de hígado con t-BOOH produce la depleción de 
los niveles de glutatión de forma significativa (p<0.005). La presencia de zumo en el 
medio de incubación, resulta solo en un incremento significativo en los niveles de GSH 
en el zumo tratado con la enzima inmovilizada. La presencia de zumo fresco y tratado 
con naringinasa libre en el medio, aunque también resulta en un incremento en los 
niveles de GSH a los volúmenes de 30 y 40 µL, no es significativo, posiblemente 
debido a las altas desviaciones obtenidas. Nuevamente, si comparamos entre los 
diferentes tratamientos, los zumos tratados con resina fueron los que mostraron menor 
efecto protector sobre el GSH y un mejor efecto se observó en los tratados 
enzimáticamente.  
El tratamiento enzimático incrementa los niveles de naringenina en el zumo, sin 
embargo tal y como observamos en el primer estudio (Cavia y cols., 2010), su 
presencia en el medio de incubación resulta en una depleción de los niveles de GSH, 
mostrando un efecto prooxidante ya propuesto por otros autores para compuestos con 
anillos fenólicos (Jagetia y cols., 2004; Galati y cols., 1999). Por lo tanto, este efecto 
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inmovilizada es independiente del contenido de narigenina, posiblemente otros 
compuestos no fenólicos sean los que estabilizan el GSH, actuando directamente 
sobre el radical o regenerando el tripéptido. Otra de las posibles hipótesis acerca de 
este comportamiento podría ser una acción selectiva del soporte de inmovilización 
(PVA) para la retención de componentes del zumo con acción oxidante específica para 
el glutation, con lo que el tratamiento con la enzima inmovilizada mejoraría el efecto 
protector del zumo de pomelo.  
Estos resultados nos indican que de los procesos aplicados para eliminar el 
amargor el zumo de pomelo, el procesado con naringinasa mostró mejores resultados 
que el procesado con resina de intercambio, mejorando dicha estabilización cuando se 
utiliza la enzima inmovilizada en PVA. Aunque en ninguno de los procesos utilizados 
se observó la recuperación de los niveles de GSH a niveles del grupo control.  
 
IV. EFECTO SOBRE LOS BIOMARCADORES DE DAÑO OXIDATIVO A LÍPIDOS Y 
DNA 
El mecanismo del efecto beneficioso de los cítricos como el pomelo parece 
depender de la presencia de diferentes clases de flavonoides, que muestran una 
elevada capacidad inhibidora de la peroxidación lipídica y del daño oxidativo al DNA 
presentando un papel preventivo en las enfermedades cardiovasculares y cáncer 
(Nijveldt y cols., 2001).  
El efecto protector de los zumos frente al daño oxidativo a biomoléculas se estudio 
evaluando los biomarcadores de daño oxidativo a lípidos y a DNA. 
 
Daño a lípidos: peroxidación lipídica 
La inhibición de la peroxidación lipidica de los zumos fue evaluada en microsomas de 
hígado de rata por el método de los TBARs (apdo 4.2.9.3.), utilizando como agente 
oxidante el ABAP (apdo 4.2.9.2.). El tratamiento con ABAP resulta en un incremento 
significativo en los niveles de TBARs (0,97 ± 0,28 vs. 3,19 ± 0,56 nmol/mg proteína) 
frente al control sin tratar, C, (Figura 5.6). La presencia de zumo de pomelo en el medio 
de incubación evitó la oxidación lipídica de forma significativa existiendo un efecto 
volumen dependiente para todas las muestras de zumo. Por lo tanto, se puede afirmar 
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que los compuestos presentes en dichos zumos están ejerciendo un efecto protector 
frente al daño oxidativo a lípidos.  
Figura 5.6. Efectos de los zumos de pomelo sobre la peroxidación lipídica en 
microsomas de hígado de rata inducida por ABAP. (C) microsomas control; (ABAP) 
microsomas sometidos a estrés oxidativo con ABAP. Valores presentados como la 
media ± SD  n=10. Columnas con letras distintas indican que cada  zumo son 
significativamente distintos (p< 0,05). FJ: zumo fresco, N-PJ: zumo pasteurizado y 
tratado con naringinasa en solución, IN-PJ: zumo pasteurizado y tratado con 
naringinasa inmovilizada en PVA, R-PJ: zumo pasteurizado y tratado con Amberlite 
IR400. 
 
El mayor contenido en polifenoles totales en el zumo fresco y el zumo tratado con la 
enzima libre en comparación con el zumo desamargado con la enzima inmovilizada y la 
resina de intercambio, explica las diferencias en la inhibición lipídica obtenidas entre 
estas muestras (Estudio 2 y 3). Además, la mayor inhibición lipídica observada en los 
zumos procesados con naringinasa libre, con respecto a las muestras de zumo fresco 
posiblemente sea resultado del mayor contenido de naringenina que se produce por el 
tratamiento enzimático y la mayor capacidad de este compuesto flavonoide para 
prevenir la peroxidación lipídica debido a la presencia de un grupo 4-hidroxilo en anillo 
B, de forma que puede donar electrones y estabilizar los radicales peroxil, evitando de 
ese modo el daño a la membrana microsomal e inhibiendo la peroxidación lipídica (Amic 
y cols., 2003). De hecho, se ha constatado en esta tesis (Estudio 1) que la 
concentración de naringenina necesaria para inhibir un 50% la peroxidación lipídica es 
2,3 veces menor comparada con su glicósido. Este efecto protector de la naringenina 
sobre la peroxidación lipídica también es descrito por otros autores, que observaron que 
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de antioxidantes en el hígado de ratas tratadas con cadmio como inductor de estrés 
oxidativo (Renugadevi y Prabu, 2009).  
 
Efecto sobre biomarcadores de daño oxidativo al DNA 
La degradación oxidativa del DNA de timo de ternera se llevo a cabo con radicales 
hidroxilos generados mediante la reacción de Fenton por incubación con sulfato de 
cobre y ácido ascórbico y los fragmentos fueron visualizados por electroforesis en gel 
de agarosa (apdo. 4.2.11.1. y 4.2.11.2.). Los resultados muestran un efecto protector 
de los zumos sobre el daño inducido al DNA a todos los volúmenes estudiados como 
indica la presencia de fragmentos de mayor peso molecular que los obtenidos por 
tratamiento con el radical hidroxilo (Figura 5.7, Columna 2). De hecho, los resultados 
muestran mayor efecto protector a un volumen de 100 µL, y este efecto se observa 









Figura 5.7. Electroforesis en gel de agarosa del daño oxidativo al DNA inducido 
por Cu(II)-ácido ascórbico y el efecto del zumo de pomelo. (C) Control, DNA sin 
tratar; (OH•) DNA incubado con Cu(II) (100 µM) and ácido ascórbico (1mM); (1) 
Patrón de pesos moleculares λDNA/Hind; (2) Patrón de pesos moleculares de 100 
bp. (3-6) DNA incubado con ácido ascórbico-Cu(II) y 25 µL, 50 µL, 100 µL, 200 µL 
de zumo fresco (FJ); (7-10) con 25 µL, 50 µL, 100 µL y 200 µL de zumo tratado 
con naringinasa en solución (N-PJ); (11-14) con 25 µL, 50 µL, 100 µL y 200 µL de 
zumo tratado con naringinasa inmovilizada en PVA (IN-PJ);(15-18) con 25 µL, 50 





     C   OH•    1     2      3      4      5      6      7      8    9    10    11   12  13   14  15   16    17  18     
Resultados y Discusión 
164 
La cuantificación de los niveles de 8-OHdG/105dG, se evaluó en DNA de timo de 
ternera sometido a estrés oxidativo con sulfato de cobre y ácido ascórbico en 
presencia y ausencia de los distintos zumos de pomelo (apdo. 4.2.11.3.) y los 
resultados se expresan como IL50 (Tabla 5.4).  
Todos los zumos mostraron una disminución significativa en los niveles de base 
modificada a los distintos volúmenes ensayados, lo cual nos indica el efecto preventivo 
de los zumos sobre el daño oxidativo al DNA (Estudio 2 y 3). Los valores de IL50 más 
bajos se obtuvieron para el zumo recién exprimido (FJ), mientras que los procesos de 
desamargado reducen la capacidad protectora de estos zumos tal y como se observa 
como resultado del análisis de los valores de IL50. El zumo tratado con resina es el que 
presenta menor efecto protector sobre el daño oxidativo al DNA, y de los zumos 
desamargados enzimáticamente, el zumo procesado con naringinasa inmovilizada en 
PVA mostraba los mejores resultados.  
Tabla 5.4. Efecto de los zumos sobre el daño oxidativo al DNA inducido por 
Cu2+/Ascórbico. 
Muestra de zumo IL50(µL) 
FJ      7,1 ± 0,5a 
N-PJ 31,4 ± 0,4 c 
IN-PJ 20,7 ± 1,8 b 
R-PJ 38,1 ± 1,2 d 
 
FJ: zumo fresco, N-PJ: zumo pasteurizado y tratado con 
naringinasa en solución, IN-PJ: zumo pasteurizado y tratado con 
naringinasa inmovilizada en PVA; R-PJ: zumo pasteurizado y 
tratado con amberlite IR400. Los valores están expresados como 
media ± SD n=10. Valores con distinta letra son significativamente 
distintos (p<0,005). IL50: volumen de zumo necesario para 
alcanzar una inhibición del 50%. 
 
Los resultados de este apartado, corroboran los estudios que muestran que el 
zumo de pomelo tiene una elevada capacidad protectora sobre el daño oxidativo a 
lipidos y al DNA. Por otro lado, también muestran que el desamargado enzimático con 
naringinasa libre o inmovilizada es un método más adecuado para conservar la 
capacidad del zumo pomelo para inhibir la peroxidación lipídica y el daño oxidativo al 
DNA que el procesado con la resina de intercambio.  
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V. CORRELACIONES ENTRE CONTENIDO DE POLIFENOLES, NARINGINA, 
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y BIOMARCADORES DE ESTRÉS OXIDATIVO 
Se realizaron estudios de correlación para los zumos entre los niveles de 
polifenoles y de naringina y los distintos métodos utilizados para evaluar el estado 
antioxidante y el efecto protector sobre los diferentes biomarcadores de estrés 
oxidativo. 
En la Tabla 5.5 se muestran las correlaciones entre los niveles de polifenoles y 
naringina con los métodos de evaluación de capacidad antioxidante y estabilizadoras 
de radicales oxígenicos. En relación a la naringina, se obtuvieron correlaciones 
positiva con el FRAP y negativa con el radical hidroxilo. En relación, a esta correlación 
positiva entre la naringina y el FRAP hay que señalar que, previo al desamargado los 
zumos se someten a un proceso de pasteurización, y tal como se discutió previamente 
(Estudio 2), afectan a otros compuestos bioactivos con alta capacidad reductora, como 
el ácido ascórbico.   
En relación a la actividad estabilizadora de radicales oxigénicos se observo una 
correlación negativa del contenido de naringina con el radical hidroxilo. Estos 
resultados nos indican que los zumos procesados enzimáticamente con menor 
contenido en naringina, presentan mayor capacidad estabilizadora del radical hidroxilo, 
ya que como se constata en estudios previos (Estudio 1 y 2) la presencia de los 
grupos hidroxilo en C-5 y C-7 de la aglicona (naringenina) le proporciona mayor 
capacidad estabilizadora de este radical que su glucósido naringina.  
Tabla 5.5. Coeficientes de correlación entre los niveles de polifenoles, naringina y 
la capacidad antioxidante total y actividad estabilizadora de radicales superóxido e 
hidroxilo de los zumos. 
 






   0,9395 
  (0,0000) 
   0,5606 
  (0,0036) 
  0,4020 
 (0,0464)   ns 
    0,6132 
   (0,0011) 
Naringina 
 ns 
   0,8090 
  (0,0000)      ns   ns 
   -0,5575 
   (0,0038) 
 
Las correlaciones fueron evaluadas por regresión lineal utilizando el software Statgraphics 
Plus. Solo se muestran los coeficientes lineales con p ≤ 0,05 (n=59). SRSA, capacidad 
estabilizadora frente al radical superóxido; HRSA, capacidad estabilizadora frente al radical 
hidroxilo. 
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El estudio de correlaciones entre los niveles de polifenoles y de naringina de los 
zumos y los biomarcadores de daño oxidativo a lípidos y DNA se presentan en la tabla 
5.6. Los resultados obtenidos muestran una correlación negativa entre polifenoles y 
daño a lípidos, lo que nos indica un mayor efecto protector del daño a lípidos inducido 
por ABAP, en aquellos zumos con mayor contenido en polifenoles. 
En relación al DNA se observo una correlación negativa con la naringina, por lo 
tanto los zumos procesados al tener menor contenido en esta flavanona ejerceran 
menor efecto protector que el zumo fresco. Aunque tal y como observamos en los 
resultados, el efecto protector en los zumos de pomelo es dependiente del proceso de 
desamargado aplicado. Por lo tanto, este resultado nos indica que puede ser 
importante, dependiendo del procedimiento utilizado llegar a un equilibrio entre 
desamargado y los niveles de naringina.  
Tabla 5.6. Coeficientes de correlación lineal entre polifenoles, naringina 
y biomarcadores de estrés oxidativo. 
 Biomarcador de la 
peroxidación lipídica 
Biomarcador del daño 
oxidativo al DNA 
(8OHdG/105dG) 
Polifenoles -0,6199 (0,0024) ns 
Naringina ns -0,9665 
  (0,0000) 
 
Las correlaciones fueron evaluadas por regresión lineal utilizando el software 
Statgraphics Plus. Solo se muestran los coeficientes lineales con p ≤ 0,05 
(n=59). 
 
Con el fin de evaluar la posible correspondencia entre los resultados obtenidos 
para los distintos métodos empleados, se realizó el análisis de correlaciones de la 
capacidad antioxidante total, medida por el ABTS y el FRAP con la actividad 
estabilizadora de radicales oxigénicos y el efecto protector sobre lípidos y DNA (Tabla 
5.7). 
Los métodos estudiados para evaluar la capacidad antioxidante muestran 
correlaciones significativas con los métodos de estudio de la capacidad estabilizadora 
del radical superóxido y de biomarcadores de estrés oxidativo (Tabla 5.7), indicando la 
posible correspondencia entre los resultados obtenidos para los distintos métodos.  De 
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los dos métodos el FRAP, indicador de la capacidad reductora, cuyos niveles eran 
más altos en el zumo fresco, mostró mejores correlaciones con la estabilización del 
radical superóxido así como con los biomarcadores del daño oxidativo a lípidos y DNA.  
Tabla 5.7.- Coeficientes de correlación lineal entre la capacidad antioxidante, 
actividad scavenger, y biomarcadores de estres oxidativo 







lipídica   8OHdG/10
5dG 
ABTS 
    ns 
0,8503 
(0,0000)     ns 
     -0,6092 
     (0,0012)        ns 
FRAP 0,5807 
    (0,0145) 
0,7010 
    (0,0008) ns 
     -0,7555 
     (0,0000) 
   -0,8471 
   (0,0005) 
Las correlaciones fueron evaluadas por regresión lineal utilizando el software Statgraphics 
Plus. Solo se muestran los coeficientes lineales con p ≤ 0,05 (n=59). SRSA, capacidad 
estabilizadora frente al radical superoxido; HRSA, capacidad estabilizadora frente al radical 
hidroxilo. 
 
Estos resultados indican que el tratamiento con naringinasa bajo las condiciones 
de ensayo aplicadas resulta ser un método adecuado para el desamargado de zumos 
de pomelo, ya que además de reducir los niveles de naringina dentro del rango de 
aceptación para el consumo, mantiene los compuestos bioactivos necesarios sin 
















































El análisis global de los resultados expuestos en esta tesis doctoral permite 
establecer las siguientes conclusiones: 
1. En relación al estudio comparativo de las flavanonas naringina y naringenina 
sobre su capacidad antioxidante y protectora del daño oxidativo a biomoléculas 
se puede concluir que:  
• La naringenina presenta mayor capacidad antioxidante y antiradicalaria, 
y es, además, mejor quelante de iones metalicos e inhibidor de la 
xantina oxidasa que su glucósido naringina. 
• La naringina y naringenina muestran distinta capacidad moduladora del 
estrés oxidativo frente a los lípidos, DNA y GSH. Estos resultados 
sugieren que puede ser interesante caracterizar la relación 
naringina/naringenina en los alimentos en los que se pretende evaluar 
sus efectos saludables. 
2. El análisis de los resultados obtenidos en este estudio sobre la actividad 
antioxidante total, capacidad estabilizadora del radical hidroxilo y del radical 
superóxido, y la acción protectora a biomoléculas frente al estrés oxidativo de 
zumo de pomelo sometido a diferentes procesos de desamargado, permite 
establecer que: 
• El procesado del zumo de pomelo con naringinasa libre o inmovillizada 
además de reducir los niveles de naringina a niveles óptimos para el 
consumo, incrementa la capacidad antioxidante total del zumo, medida 
por el método del ABTS, y mejora sus características estabilizadoras de 
radicales superóxido e hidroxilo. Sin embargo, la capacidad reductora 
de estos zumos, niveles de FRAP, se ve disminuída en comparación 
con las muestras de zumo fresco, si bien este efecto puede ser más 
consecuencia del proceso de pasteurización previo, al que se someten 
las muestras de zumo, que de la acción de desamargado de la enzima 
naringinasa. 
• La disminución de los niveles de naringina en los zumos de pomelo 
procesados con naringinasa en solución, mejora el efecto protector 
sobre la inhibición de la peroxidación lipídica. Cuando la enzima se 
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inmoviliza se mantiene esta acción protectora de los zumos a niveles 
equiparables al zumo fresco. 
• La inmovilización de la enzima naringinasa en PVA no modifica el efecto 
positivo del zumo sobre los biomarcadores de GSH comparado con el 
tratamiento con naringinasa libre.  
• Los zumos procesados enzimáticamente mostraron un efecto protector 
sobre los biomarcadores de daño oxidativo al DNA (8-OHdG y ruptura 
de cadena). Sin embargo, la correlación obtenida entre los niveles de 
naringina de los zumos y su efecto protector sobre la base modificada 
indica un mayor efecto protector del zumo fresco, lo que indica la 
necesidad de mantener un equilibrio entre los niveles de la flavanona 
naringina como protectora del DNA y el sabor amargo. 
• El tratamiento de desamargado con resinas de intercambio iónico 
(Amberlite®IRA-400), reduce significativamente los niveles del 
compuesto amargo naringina, pero resulta ser mucho menos efectivo 
que el método enzimático en preservar las características antioxidantes 
y el efecto sobre los biomarcadores de estrés oxidativo, diminuyendo, 
por tanto, las características saludables del zumo de pomelo. 
 
De los resultados obtenidos en esta tesis se puede confirmar que la tecnología 
enzimática de desamargado, bien con el biocatalizador libre en solución o inmovilizado 
en un criogel de PVA, es más efectiva que la adsorción tradicional con resinas de 
intercambio ya que, además de reducir el amargor de los zumos a niveles aceptables, 
preserva e incluso en algunos aspectos mejora la capacidad antioxidante y de 
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Tabla 8.1. Contenido de polifenoles totales en los zumos de pomelo. 
1
 Contenido en polifenoles en µg/mL de ácido gálico. 
FJ: zumo fresco, PJ: zumo pasteurizado, N-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa 
en solución, IN-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa inmovilizada en PVA, R-PJ: 
zumo pasteurizado y tratado con Amberlite IR400, PVA-PJ: zumo pasteurizado con PVA sin 










Zumo  Polifenoles1  
 X S CV% 
FJ 689b 50,2 7,29 
PJ 943,5d 47,5 5,03 
N-PJ 1227e 44,1 3,59 
IN-PJ 963d 21,6 2,24 
R-PJ 545a 56,0 10,28 




Tabla 8.2. Contenido de naringina en los zumos de pomelo. 
1
 Contenido en naringina en µg/mL  
FJ: zumo fresco, PJ: zumo pasteurizado, N-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa 
en solución, IN-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa inmovilizada en PVA, R-PJ: 
zumo pasteurizado y tratado con Amberlite IR400, PVA-PJ: zumo pasteurizado con PVA sin 













Zumo  Naringina1  
 X S CV% 
FJ 676c 26,4 3,91 
PJ 813,9d 53,7 6,60 
N-PJ 359b 50,9 14,18 
IN-PJ 398b 59,5 14,95 
R-PJ 240 a 16,4 6,83 




Tabla 8.3. Actividad antioxidante de los zumos de pomelo, expresados como TEAC.  
Zumo Volumen1 Capacidad antioxidante 2 
  X S CV% 
5 5,370a 0,592 11,02 
10 10,595b 0,415 3,92 
20 17,140c 0,543 3,17 
FJ 
30 23,332d 0,741 3,18 
5 8,529a 0,890 10,43 
10 13,167b 0,599 4,55 
20 20,221c 0,923 4,56 
PJ 
30 24,337d 0,674 2,77 
5 11,430a 1,254 10,97 
10 17,562b 1,659 9,45 
20 23,567 c 0,876 3,72 
N-PJ 
30 27,577 d 0,876 3,18 
5 10,483a 0,196 1,87 
10 15,485b 1,278 8,25 
20 23,266c 0,637 2,74 
IN-PJ 
30 26,461d 0,937 3,54 
5 3,337a 0,390 11,69 
10 7,137b 0,494 6,92 
20 11,670c 0,709 6,08 
R-PJ 
30 17,012d 1,118 6,57 
5 9,895a 1,431 14,46 
10 13,779b 1,672 12,13 
20 19,143b 1,220 6,37 
PVA-PJ 
30 23,918c 1,066 4,46 
 
1
 Volumen de zumo en µL 
2
 Capacidad antioxidante en µM Trolox 
FJ: zumo fresco, PJ: zumo pasteurizado, N-PJ: zumo pasteurizado y tratado con 
naringinasa en solución, IN-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa inmovilizada 
en PVA, R-PJ: zumo pasteurizado y tratado con Amberlite IR400, PVA-PJ: zumo 
pasteurizado con PVA sin naringinasa. Valores con distinta letra son significativamente 





Tabla 8.4. Actividad antioxidante FRAP de los zumos de pomelo.  
Zumo Volumen1 Capacidad antioxidante 2 
  X S CV% 
5 5,529a 0,692 12,52 
10 8,684b 0,993 11,43 
20 15,655c 1,301 8,31 
FJ 
30 23,579d 1,843 7,82 
5 4,835a 0,486 10,05 
10 6,802b 0,199 2,93 
20 10,613b 0,219 2,06 
PJ 
30 13,122c 0,692 5,27 
5 6,263a 0,554 8,85 
10 8,089b 0,664 8,21 
20 10,749 c 0,977 9,09 
N-PJ 
30 14,020d 1,601 11,42 
5 3,302a 0,477 14,45 
10 5,614b 0,692 12,33 
20 7,689c 0,759 9,87 
IN-PJ 
30 10,425d 0,841 8,07 
5 1,227a 0,067 5,46 
10 2,390b 0,334 13,97 
20 3,359c 0,214 6,37 
R-PJ 
30 4,513d 0,109 2,42 
5 3,829a 1,381 36,07 
10 5,479b 0,783 14,29 
20 6,887b 0,693 10,06 
PVA-PJ 
30 10c 0,627 6,27 
 
1
 Volumen de zumo en µL 
2
 Capacidad reductora en mM FeSO4 
FJ: zumo fresco, PJ: zumo pasteurizado, N-PJ: zumo pasteurizado y tratado con 
naringinasa en solución, IN-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa inmovilizada 
en PVA, R-PJ: zumo pasteurizado y tratado con Amberlite IR400, PVA-PJ: zumo 
pasteurizado con PVA sin naringinasa. Valores con distinta letra son significativamente 





Tabla 8.5. Capacidad estabilizadora frente al radical superóxido de los zumos de 
pomelo mediante el método no enzimático.  
Zumo Volumen1 Capacidad estabilizadora 2 
  X S CV% 
5 20,0a 5,2 26,00 
10 27,2a 2,8 10,29 
20 42,8b 6,6 15,42 
FJ 
30 53,0c 3,6 6,79 
5 23,3a 6,7 28,76 
10 33,4b 5,3 15,87 
20 42,2c 4,4 10,43 
PJ 
30 67,9d 2,4 3,53 
5 20,4a 2,6 12,75 
10 30,4b 2,7 8,88 
20 45,4c 3,4 7,49 
N-PJ 
30 78,3d 6,1 7,79 
5 37,3a 5,3 14,21 
10 37,9a 0,9 2,37 
20 49,6b 7,5 15,12 
IN-PJ 
30 60,0c 8,5 14,17 
5 24,9a 2,3 9,20 
10 28,9ab 1,5 5,17 
20 32,4ab 5,0 15,43 
R-PJ 
30 34,0b 3,4 10,00 
5 23,8a 8,1 34,03 
10 26,2a 6,9 26,34 
20 52,7b 4,3 8,16 
PVA-PJ 
30 68,1c 1,3 1,91 
 
1
 Volumen de zumo en µL 
2
 Capacidad estabilizadora en % inhibición 
FJ: zumo fresco, PJ: zumo pasteurizado, N-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa 
en solución, IN-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa inmovilizada en PVA, R-PJ: 
zumo pasteurizado y tratado con Amberlite IR400, PVA-PJ: zumo pasteurizado con PVA sin 






Tabla 8.6. Capacidad estabilizadora frente al radical superóxido de los zumos de 
pomelo mediante el método enzimático.  
 
1
 Capacidad estabilizadora en IL50 (volumen de zumo necesario para alcanzar una inhibición del 
50%) en µL. 
FJ: zumo fresco, PJ: zumo pasteurizado, N-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa 
en solución, IN-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa inmovilizada en PVA, R-PJ: 
zumo pasteurizado y tratado con Amberlite IR400, PVA-PJ: zumo pasteurizado con PVA sin 









Zumo  IL501  
 X S CV% 
FJ 120a 18,0 15,00 
PJ 131ab 55,4 42,24 
N-PJ 146 ab 46,8 32,00 
IN-PJ 139 ab 55,0 39,63 
R-PJ 180 b 7,1 3,93 




Tabla 8.7. Capacidad de los zumos de estabilizar el radical hidroxilo.  
Zumo Volumen1 Capacidad estabilizadora 2 
  X S CV% 
5 47,3b 0,4 0,85 
10 31,8a 7,2 22,63 
20 45,1b 1,7 3,76 
FJ 
30 68,3c 10,2 14,93 
5 42,9a 9,8 22,87 
10 51,4a 3,2 6,23 
20 67,6b 1,5 2,22 
PJ 
30 66,2b 4,5 6,80 
5 42,0a 7,2 17,13 
10 55,9b 4,8 8,59 
20 68.9c 1.0 1,45 
N-PJ 
30 74,3c 2,5 3,36 
5 34,6a 7,6 21,97 
10 64,7b 3,1 4,79 
20 64,2b 9,3 14,50 
IN-PJ 
30 70,5b 3,4 4,82 
5 38,4a 4,0 10,42 
10 47,5b 3,9 8,21 
20 59,1c 7,8 13,20 
R-PJ 
30 69,9d 6,4 9,16 
5 35,4a 8,1 22,88 
10 56,5b 2,3 4,07 
20 67,7c 2,7 3,99 
PVA-PJ 
30 69,9c 2,3 3,29 
 
 
    1
 Volumen de zumo en µL 
2
 Capacidad estabilizadora en % inhibición 
FJ: zumo fresco, PJ: zumo pasteurizado, N-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa 
en solución, IN-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa inmovilizada en PVA, PVA-PJ: 
zumo pasteurizado con PVA sin naringinasa, R-PJ: zumo pasteurizado y tratado con Amberlite 





Tabla 8.8. Efecto de los zumos de pomelo sobre los niveles de GSH en 
homogenado de hígado de rata tratado con t-BOOH. 
Zumo Volumen1 GSH 2 
  X S CV% 
10 34a 7,2 21,18 
20 39ab 5,2 13,33 
30 53,3bc 11,7 21,95 
FJ 
40 56,3c 12,9 22,91 
10 36,1a 8,2 22,71 
20 58,9b 14,3 24,28 
30 50,0ab 12,2 24,40 
PJ 
40 47,0ab 0,3 0,64 
10 44,4a 16,2 36,49 
20 59,6a 23,6 39,60 
30 58,5a 12,2 20,85 
N-PJ 
40 65,5a 23,2 35,42 
10 73,1a 43,6 59,64 
20 79,2a 28,2 35,61 
30 88,6a 37,4 42,21 
IN-PJ 
40 93,8a 31,2 33,26 
10 33,5ab 7 20,90 
20 31,4a 12,7 40,45 
30 45,3b 6,3 13,91 
R-PJ 
40 43,3ab 4,6 10,62 
10 42a 14,1 33,57 
20 40,3a 4,2 10,42 
30 52,5a 2,1 4,00 
PVA-PJ 
40 48,3a 2,3 4,76 
 
1
 Volumen de zumo en µL 
2
 Niveles de GSH en nmol/mg proteína 
FJ: zumo fresco, PJ: zumo pasteurizado, N-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa 
en solución, IN-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa inmovilizada en PVA, R-PJ: 
zumo pasteurizado y tratado con Amberlite IR400, PVA-PJ: zumo pasteurizado con PVA sin 





Tabla 8.9. Efectos de los zumos de pomelo sobre la peroxidación lipídica en 
microsomas de hígado de rata inducida por ABAP.  
Zumo Volumen1 Peroxidación lipídica 2 
  X S CV% 
10 2,494c 0,46 18,44 
20 1,993b 0,226 11,34 
30 1,539a 0,215 13,97 
FJ 
40 1,509a 0,184 12,19 
10 2,776b 0,618 22,26 
20 1,947a 0,657 33,74 
30 1,482a 0,215 14,51 
PJ 
40 1,664a 0,479 28,79 
10 2,098b 0,338 16,11 
20 1,206a 0,295 24,46 
30 1,161a 0,138 11,89 
N-PJ 
40 1,072a 0,092 8,58 
10 2,534c 0,441 17,40 
20 1,968b 0,281 16,55 
30 1,716ab 0,082 4,78 
IN-PJ 
40 1,426a 0,161 11,29 
10 2,911c 0,423 14,53 
20 2,376b 0,399 16,79 
30 1,957a 0,08 4,09 
R-PJ 
40 1,714a 0,194 11,32 
10 2,450c 0,412 16,82 
20 2,088b 0,527 25,24 
30 1,647a 0,209 12,69 
PVA-PJ 
40 1,435a 0,334 23,28 
 
1
 Volumen de zumo en µL 
2
 Peroxidación lipídica en TBARS (nmol/mg proteína) 
FJ: zumo fresco, PJ: zumo pasteurizado, N-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa 
en solución, IN-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa inmovilizada en PVA, R-PJ: 
zumo pasteurizado y tratado con Amberlite IR400, PVA-PJ: zumo pasteurizado con PVA sin 






Tabla 8.10. Efecto de los zumos de pomelo en la formación de 8-OHdG en DNA de 
timo de ternera. 
Zumo Volumen1 8OHdG 2 
  X S CV% 
25 56,8a 7,8 13,7 
50 64,0a 12,5 19,5 FJ 
100 90,0b 0,1 0,1 
25 56,9a 0,5 0,9 
50 66,5b 0,1 0,1 PJ 
100 79,4c 2,7 3,4 
25 59,4a 11,2 18,9 
50 53,6a 0,2 0,4 N-PJ 
100 82,8b 6,4 7,7 
25 52,3a 0,7 1,3 
50 56,3b 2,4 4,3 IN-PJ 
100 75,6c 0,1 0,1 
25 40,1a 1,3 3,2 
50 58,3b 3,3 5,6 R-PJ 
100 85,0c 10,0 11,8 
25 53,7a 4,1 7,6 
50 61,6b 2,6 4,1 PVA-PJ 
100 80,1c 4,4 5,4 
 
1
 Volumen de zumo en µL 
2
 Efecto protector frente al daño oxidativo al DNA en % inhibición de la formación de 8-OHdG. 
FJ: zumo fresco, PJ: zumo pasteurizado, N-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa 
en solución, IN-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa inmovilizada en PVA, R-PJ: 
zumo pasteurizado y tratado con Amberlite IR400, PVA-PJ: zumo pasteurizado con PVA sin 











 IL50 en µL 
FJ: zumo fresco, PJ: zumo pasteurizado, N-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa 
en solución, IN-PJ: zumo pasteurizado y tratado con naringinasa inmovilizada en PVA; R-PJ: 
zumo pasteurizado y tratado con Amberlite IR400, PVA-PJ: zumo pasteurizado con PVA sin 
naringinasa. Valores con distinta letra son significativamente distintos (p<0.005). IL50: volumen 








Zumo  IL501  
 X S CV% 
FJ 7,1a 0,5 7,0 
PJ 6,0 a 2,6 37,7 
N-PJ 31,4 d 0,4 1,3 
IN-PJ 20,7 c 1,8 8,7 
PVA-PJ 13,8 b 4,7 29,0 


























AAPH   2,2´-azobis(amidinopropano) dihidroclorido 
ABAP   2,2`-azobis(2-amidinopropano) 
ABTS   Sal de diamonio del ácido 2,2´azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6 sulfónico) 
BSA   Albúmina de suero bovino  
CAT   Catalasa  
CDNB   Cloro 2,4-dinitrobenceno 
COX-2  Ciclooxigenasa-2  
CUPRAC  Cooper Reduction Antioxidant Capacity 
dG   Desoxiguanosina  
DNA   Ácido desoxirribonucleico 
DPPH   2,2´- difenil-1-picrilhidracil 
EGCG  Epigallocatequina-3-galato 
EDTA   Ácido etilendiaminotetraacético. 
eNOS   Óxido nítrico sintetasa endotelial  
EO   Estrés oxidativo 
ERK   Quinasas reguladas por señales extracelulares  
FJ   Zumo fresco 
FRAP   Ferric Reducing Antioxidant Power 
GAE   Ácido gálico 
GPx   Glutatión peroxidasa  
GSH   Glutatión reducido  
GSSG  Glutatión disulfuro 
GST   Gutatión S-transferasa  
HAT   Hydrogen atom transfer 
H2O2   Peróxido de hidrogeno 
HO-1   Hemo oxígenasa-1  
HPLC   Cromatografía líquida de alta resolución 
HRSA   Capacidad estabilizadora frente al radical hidroxilo 
HX/XO  Hipoxantina-xantina oxidasa  
IL50   Volumen necesario para alcanzar una inhibición del 50% 
iNOS   Óxido nítrico sintetasa inducible  
IN-PJ   Zumo pasteurizado y tratado con naringinasa inmovilizada en PVA 
LDL   Lipoproteínas de baja densidad  
MAPKs  Proteína quinasa activada por factores mitóticos  
MDA   Malondialdehído  
MEDI   Dieta mediterránea  




NADPH  Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato reducido. 
NBT   Nitro azul tetrazolio 
NF-Κb  Factor nuclear kappa B 
Nrf2   Factor relacionado al factor nuclear eritroide-2 
NO   Óxido nítrico 
NO•   Radical óxido nítrico 
NO -   Anión nitroxilo 
N-PJ   Zumo pasteurizado y tratado con naringinasa en solución,  
NQO1   Quinona oxidorreductasa  
•OOH   Radical hidroperoxilo 
•OH   Radical hidroxilo  
8-OHdG  8-hidroxi-desoxiguanosina 
ONOO -  Peroxinitrito  
O2•-    Radical superóxido  
1O2    Oxígeno singlete 
O3   Ozono 
ORAC  Oxygen radical absorbance capacity 
PBS   Tampón fosfato salino 
PI3K/Akt  Fosfoinositol 3-quinasa/serina-treonina quinasa 
PJ   Zumo pasteurizado 
PJ-PVA  Zumo pasteurizado y tratado con polivinil alcohol sin naringinasa 
PME   Pectina metilesterasa  
PMS   5-metilfenacin metosulfato  
PVA   Alcohol polivinílico  
RBrS   Especies reactivas del bromo 
RClS   Especies reactivas del cloro 
RNS   Especies reactivas del nitrógeno  
ROO•   Radical peroxilo 
ROS   Especies reactivas del oxígeno 
R-PJ   Zumo pasteurizado y tratado con Amberlite IR400.  
SET   Single electron transfer 
SOD   Superóxido dismutasa  
SRSA   capacidad estabilizadora frente al radical superóxido 
TBA   Ácido tiobarbitúrico  
TBARS  Especies reactivas del ácido tiobarbitúrico 
t-BOOH  Terc-butil-hidroperóxido  




TEAC   Trolox equivalent antioxidant capacity 
TPTZ   2,4,6-tris-2-piridil-s-triazina 
TROLOX  Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-cromán-2-carboxílico 
Trx   Tiorredoxina  
 
 
 
 
 
